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Tí tulo de l E s t u d i o : A I S L A M I E N T O Y C A R A C T E R I Z A C I O N D E C O M P U E S T O S C O N 
A C T I V I D A D B A C T E R I C I D A Y / O B A C T E R I O S T A T I C A DE 
P L A N T A S DEL N O R E S T E D E M É X I C O S O B R E C E P A S D E 
Mycobacterium tuberculosis S E N S I B L E S Y 
M U L T I D R O G O R R E S I S T E N T E S 

N ú m e r o de pág inas : 147 Cand ida ta para el g r a d o de Doc tor en C ienc ias 
con E s p e c i a l i d a d en Q u í m i c a B i o m é d i c a 

Á r e a d e E s t u d i o : Q u í m i c a B í o m é d i c a 

Propós i to y M é t o d o de Estud io : El i nc remen to de c e p a s de M. tuberculosis ' es i s ten tes a 
los m e d i c a m e n t o s n o s c o n d u c e a la neces idad u rgen te de la b ú s q u e d a de nuevos 
c o m p u e s t o s con ac t i v i cad ant iTB: una exce len te a l ternat iva s o n los p roduc tos na tu ra les As i , 
medían te la eva luac ión a i t i T B in vitro de ex t rac tos de p lantas reg iona les se lecc ionadas tanto 
por cr i ter ios e tn u fa i m a co lóg icas c o m o q u i m i o t a x o n ó m b o s sob re c e p a s sens ib les y M D R d e 
M. tuberculosis, y m e d i a n t e el e m p l e o del M é t o d o de A l a m a r A z u l en m ic rop laca fue pos ib le 
se lecc ionar al ex t rac to me tsnó l i co de raíz de Leucophyllum frutesesns c o m o el cand ida to 
para con t inua r con el f racc ionamien to b i o d i r g i c o . Para la pur i f i cac ión se ut i l izaron ELL, V L C 
y C r o m a t o g r a f í a s a Ba ja Pres ión FR. Se es tab l ec i e ' on las es t ruc tu ras med ian te el uso de 
m é t o d o s e s p e c t r o s c ó p i c o s ÜV-V is , IR, ' H R M N , 15C R M N , D E P T , H M B C , H M Q C y C O S Y . 
Para los c o m p u e s t o s p u r o s se de te rm inaron sus MICs y s e c a r a c t e r z ó su ac t iv idad ant iTB, 
as i c o m o t a m b i é n se rea l izó la eva luac ión de CL 5 0 de és tos para las larvas d e Artemia salina 
en mic rop laca . 

C o n c l u s i o n e s y C o n t r i b u c i o n e s : La e v a L a c i ó n d e la ac t iv idad an t iTB de ext rac tos de 20 
p lantas reg iona les m o s t r ó a u e el ex t racto metanú l i co de ra iz d e L. frutescens, e ¡ e té reo de 
raíz de Chrysactinia mexicana y el hexán ico del frute d e Schmus molle ' esu l ta ron act ivos 
seb re a m b a s c e p a s m icobac te r i anas . Las ".res espec ies vege ta les fue ron se lecc ionadas en 
el Nores te d e M é x i c o por cr i ter ios e tno fa rmaco lóg i cos . El ' r a c i o n a m i e n t o b iod rígido de l 
ex t rac to de raíz de L. frutescens condu jo al a i s lamien to y ca rac te r i zac ión de d o s d i te rpenos: 
el c o m p u e s t o 3 c o n una MIC d e 12.5 ng /mL para a m b a s c e p a s m icobac te r i anas y el 
c o m p u e s t a 4 corr u n a M I C de 12.5 y 6 .25 ng!mL para la c e p a sens ib le y M D R de M. 
tuberculosis, r espec t i vamen te . A m b o s c o m p u e s t o s fue ron m i c o t a c t e r i c i d a s y son B y 16 
veces m á s p o t e n t e s que es t rep tomic ina y r i íamp.c ina para a cepa M D R de M. tuberculosas. 
Los c o m p u e s t o s f u e r o n iden t i ' i cados c o m o 5-[ 1 .5 -d lmet i l -4 -hexer l l ] -5 ,6 ,7 ,B- te t rah id ro-3 ,8 -
d ime t i l - " -na f ta leno l y resu l ta ron ser d i a s t e i o i s ó n e r o s . Las C L M pa ra as larvas de A. salina 
fueron: 9 .87 y 8 72 n g / m L para los c o m p u e s t o s 3 y 4 , r espec t i vamen te . Los na f ta leno les 
a is lados t i enen 3 c a r b o n o s q u r a l e s por lo q u e es necesa r io es tab lece r su es te reoqu ím ica 
abso iu fa De igua l m a n e r a ser a deseab le real izar ¡os es tud ios p rec l ln i cos para def in ir su 
ef icac ia y s e g u r i d a d . 
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El Señor es mi pastor nada me faltará 

Salmo 23 

Las oportunidades son para quien está preparado. 

Louis Pasteur 

If one advances confidently in the direction of his dreams 

and endeavors to live the life which he has imagined, 

he will meet with a success unexpected in common hours. 

Henry David Thoreau 

El mundo está en las manos de aquellos 

que tienen el coraje de soñar 

y correr el riesgo de vivir sus sueños. 

Paulo Coelho 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Tuberculosis 

1.1,1 Definición y Epidemiología: 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa de curso 

subagudo o crónico. En el hombre esta infección puede afectar a diversos 

órganos, pero se localiza en los pulmones con mayor frecuencia. La TB 

pulmonar (TBP) es causada principalmente por Mycobactenum tuberculosis, 

aunque M. bovis y M. afñcanum también son agentes etiológicos de esta 

enfermedad. Otras especies como M. kansasii, M. avium, M. intracc/lu/are, 

M. xenopi y M. fortuitum, producen en el hombre síntomas clínicos similares 

a los de la TBP (Nolte FS y B Metchock, 1995). 

La TB es considerada como un problema mundial de Salud Pública por su 

amplia distribución, prevalencia y mortalidad (Ramírez CE y Cicero SR, 

1994). La Organización Mundial de la Salud declaró que esta enfermedad 



debe ser considerada como una emergencia global (Raviglione MC y cois., 

1995). Un tercio de la población mundial está infectada con M. tuberculosis. 

Ocho millones de nuevos casos y 3 millones de muertes ocurren anualmente 

(WHO Report, 2002). 

En México el panorama epidemiológico de la TB es tan preocupante como 

en el resto de los países en desarrollo; en la segunda mitad de los años 50's, 

la tasa de incidencia de TBP era de 33 5 casos nuevos/100,000 habitantes y 

disminuyó a 17.4/100,000 habitantes en la segunda mitad de los 60's 

(Organización Panamericana de la Salud, 1994). Datos recientes del boletín 

del Sistema de Vigilancia Epidemiológica en México, indican que durante el 

año 2003 se registraron un total de 13760 casos de TBP en nuestro país, 

2713 (19.71%) correspondieron a la Región Norte del IMSS que incluye a los 

estados de Aguascalientes, Coahuila, Chihuahua, Durango, Nuevo León, 

San Luis Potosí, Tamaulipas y Zacatecas. De esta región fueron Nuevo León 

y Tamaulipas los que registraron el mayor número, 701 y 725 casos 

respectivamente (Epidemiología, 2004). 

1.1.2 TB Drogorresistente: 

Los medicamentos antimicrobianos contra la mayoría de las enfermedades 

infectocontagiosas fueron desarrollados entre 1930 y 1970 y con éstos las 

naciones industrializadas consideraron que estas enfermedades pertenecían 

al pasado. Los agentes antituberculosos (antiTB) eficaces fueron 



descubiertos desde finales de 1940's y 1950's siendo el último la rifampicina, 

introducido en 1963 (citado por Cantrell CL y cois., 2001). Sin embargo, la 

presencia de microorganismos resistentes a los mismos ha incrementado por 

el uso, sobre uso y mal uso de los agentes antlmicroblanos principalmente en 

países en desarrollo, donde la pobreza y el uso inadecuado de la terapéutica 

promueven el desarrollo de resistencia. Las cepas resistentes pueden 

fácilmente expandirse por todo el mundo, convirtiéndose en un problema 

mundial (Brundtland GH, 2000). 

El incremento de las cepas resistentes a los medicamentos antiTB y 

principalmente las cepas resistentes a isoniazida y rifampicina, llamadas 

multidrogorresistentes (MDR) están dificultando el control del TB, porque 

éstos son los medicamentos antiTB más efectivos hasta la fecha (Rattan A y 

cois., 1998) 

La presencia en nuestro país de cepas de M. tuberculosis MDR está bien 

documentada. En 1995 se reporta en la Cd. de México el aislamiento de 59 

cepas de M. tuberculosis de las cuales el 30% resultaron monorresistentes 

(Sifuentcs-Osornio J y cois,, 1995). Durante el mismo año en el estado de 

Chiapas de un total de 18 cultivos positivos de M. tuberculosis, 13 (72,2%) 

fueron resistentes a uno o más medicamentos (Alvarez-Gordillo GC y cois., 

1995). En 1999 en otro estudio realizado en Chiapas, se encontró que de 61 

cultivos positivos de pacientes con TBP, el 33.3c/o fue resistente a un 



medicamento y 66.7% a dos o más (Alvarez Gordillo GC y cois., 1999). 

Posteriormente en el 2000 durante un estudio realizado en Orizaba Veracruz, 

se encontró que de 328 casos de TBP la tasa de drogorresístencia fue de 

24.2 % y de multidrogorresistencia de 7.7% (Garcia-Garcia ML y cois., 2000). 

En nuestra región existen reportes del aislamiento de cepas MDR de M. 

tuberculosis. Uno de éstos es el estudio realizado en el CIBIN en el cual se 

caracterizaron durante el período comprendido entre enero de 1998 y enero 

del 2000, un total de 65 cepas de M. tuberculosis, aisladas de pacientes 

adscritos a la UMF No. 2B del IMSS; 52.3% de las cepas resultaron ser 

resistentes a uno o más agentes antiTB, se demostró un 20% de resistencia 

primaria, y un 27.7% de resistencia secundaria (Said-Fernández S y cois , 

2001). En otro estudio realizado en el Hospital Universitario de la UANL se 

reporta que de 186 aislados clínicos de M. tuberculosis, el 32 % fue 

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

1.2 La Quimioterapia de la TB 

La quimioterapia de enfermedades infecciosas usando la sulfamida y la 

penicilina fue un gran éxito; lamentablemente estas moléculas eran 

ineficaces contra M. tuberculosis. Desde 1914, Selman A. Waksman había 

estado evaluando sistemáticamente bacterias del suelo y hongos; en la 

Universidad de California en 1939 descubrió el marcado efecto inhibitorio de 



ciertos hongos, especialmente actinomicetos sobre el crecimiento bacteriano. 

En 1940, él y su equipo lograron aislar un antibiótico con actividad antiTB, la 

actinomicina, que lamentablemente demostró ser demasiado tóxica para el 

uso en seres humanos o animales. Sin embargo en 1943, comprobó que la 

estreptomicina, purificada de Streptomyces griseus, combinaba la máxima 

inhibición de M. tuberculosis con una toxicidad relativamente baja en 

animales de laboratorio. En noviembre de 1944, el antibiótico fue 

administrado por primera vez a un paciente criticamente enfermo de TB. El 

efecto casi inmediato fue impresionante. Su avanzada enfermedad disminuyó 

visiblemente, las bacterias desaparecieron de su esputo, y se logró su rápida 

recuperación (NJMS National Tuberculosis Center, 1996). 

Una sucesión rápida de los fármacos antiTB apareció en los años siguientes. 

A través de la monoterapia, mediante el uso de la estreptomicina, las cepas 

mutantes resistentes comenzaron a aparecer en algunos meses, poniendo 

en peligro el éxito del tratamiento. Otros fármacos se descubrieron en años 

subsiguientes. Después de la estreptomicina, fueron introducidos otros 

agentes antiTB: el ácido p-amino-salicilico (1949), la isoniazida (1952), la 

pirazinamida (1954), la cicloserina (1955), el etambutol (1962) y la rifampina 

(1963) (Enarson DA y cois., 2000), Rápidamente fue demostrado que el 

problema de la resistencia se podría superar con la combinación de dos o 

tres fármacos (NJMS National Tuberculosis Center, 1996). 



Actualmente los medicamentos para tratar la TB se dividen en dos grandes 

categorías. Los compuestos de primera línea combinan eficacia con un grado 

aceptable de toxicidad; incluyen isomazida, rifampicina, etambutol, 

estreptomicina y pirazinamida. La mayor parte de los pacientes con TBP 

pueden ser tratados satisfactoriamente con ellos Por la aparición de 

resistencia microbiana o por factores propios del paciente como infección por 

VIH, a veces se necesita recurrir a fármacos de segunda línea adicionales; 

de esta manera el tratamiento se inicia con cinco a seis productos de esta 

categoría como ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida, ácido p-amino-

salicilico, cicloserina, amikacina, kanamícina y capreomicina (Mandell GL y 

WA Petri. 1997; Iseman MD, 1993; WHO 1997). 

El surgimiento de cepas MDR de M. tuberculosis requiere el desarrollo 

urgente de nuevos agentes antiTB (Rieder HL, 2002). La producción y 

desarrollo de tales agentes no habían sido percibidos como de alta prioridad 

por las compañías farmacéuticas hasta hace pocos años. Actualmente no 

solo existe un esfuerzo coordinado por parte de la industria farmacéutica y de 

los gobiernos de numerosos países para mantener vigentes y en producción 

los compuestos antiTB generales desarrollados hasta ahora (Bloom BR, 

1994; Orme I, 2001), sino que también estas mismas entidades reconocen la 

necesidad de descubrir y desarrollar medicamentos antiTB más efectivos y 

seguros y de diseñar mejores estrategias para el uso de los medicamentos 

existentes (Cohn DL y cois., 1997). Los regímenes y su administración 



deberían quizá ser designados e individualizados, para prevenir la 

emergencia de nuevas cepas MDR (Sutherland 1999). 

En nuestros días existe una necesidad urgente de nuevos medicamentos 

antiTB y para su desarrollo existen dos estrategias: por un lado la síntesis 

química y por otro el aislamiento a partir de productos naturales como plantas 

terrestres, organismos marinos y microorganismos. El mundo de las plantas 

superiores es uno de los más ricos en distintas estructuras químicas y con 

variadas actividades biológicas. Este hecho, aunado al gran acervo cultural 

de las etnias en el uso popular de las plantas medicinales para curar 

enfermedades o tratar afecciones de distinto tipo, hace a la Medicina 

Herbolaria fuertemente atractiva para su estudio como fuente de nuevos 

medicamentos (Rates S, 2001). 

1.3 La Medicina Herbolaria 

Las más antiguas civilizaciones conocidas crearon, desarrollaron y 

transmitieron la costumbre de recurrir a las virtudes curativas de 

determinadas plantas y productos animales. Puede decirse que se trata de 

uno de los primeros esfuerzos del hombre para comprender y, por tanto 

utilizar la naturaleza coma remedio para la enfermedad y el sufrimiento. Este 

conjunto de conocimientos que la humanidad ha acumulado acerca del uso 

terapéutico de los productos naturales, ha perdurado durante milenios. 



Podríamos considerar cuatro grandes periodos en el progreso del 

conocimiento humano relativo a las plantas medicinales (Cabrera L, 1996; 

Martínez M, 1987; Aguilar-Contreras A y cois., 1998). 

Primer período: Durante la antigüedad, egipcios, griegos y romanos, 

acumularon grandes conocimientos empíricos que fueron transmitidos a 

través de los áraües. Los egipcios utilizaban multitud de plantas para curar 

Las escuelas de Medicina, situadas generalmente en los templos, mantenían 

un jardin de plantas medicinales. Fueron los griegos y después los romanos 

quienes, a esos conocimientos heredados de Egipto, les otorgaron un nivel 

superior. Los griegos reunieron en un tratado todos los conocimientos 

médicos de su tiempo. Durante la Edad Media los monjes fueron los 

conservadores del saber antiguo. En los jardines de los monasterios se 

cultivaban las plantas utilizadas para el tratamiento de las enfermedades que 

eran después elaboradas en la farmacia monástica. 

Segundo período: En el Renacimiento, con la revaloración de la 

experimentación y observación directa y con el desarrollo de los grandes 

viajes geográficos, surgiría un periodo nuevo en el conocimiento de las 

plantas y su aplicación en Medicina. El desarrollo de las rutas marítimas 

posibilitó la llegada a Europa de plantas nuevas procedentes de países 

lejanos. Sólo de Oriente en el siglo XVII se trajeron a nuestro continente 

1350 plantas nuevas. 



El catálogo de plantas medicinales se enriqueció, se precisó en la 

descripción de sus características y la manera de emplearlas. Sin embargo, a 

menudo, sólo se sabía el efecto que producían las plantas en determinadas 

enfermedades, pero no se conocía la causa por la cual actuaban ni tampoco 

su composición. 

Tercer período: A comienzos del siglo XIX se introduce el concepto de 

célula; nace la Biología que junto con la Bioquímica permiten reconocer y 

aislar entre otros, la morfina del opio, la estricnina de la nuez vómica y la 

quinina de la corteza del quino. A partir de ese momento se pudieron 

reconocer las virtudes terapéuticas de las plantas por los componentes 

químicos o principios activos que contienen. 

Cuarto período: En nuestro tiempo es sabido que los principios activos de 

las plantas medicinales son aislados, purificados y caracterizadas 

químicamente; además pueden ser sintetizados en el laboratorio y sujetos a 

modificaciones estructurales para que aumenten su potencia y disminuyan su 

toxicidad (Cabrera L ; 1996; Martínez M, 1987, Aguilar-Contreras A y cois., 

1998). 

Es un hecho incontrovertible aceptado por la ciencia médica hace más de 

ciento cincuenta años, que un número importante de fármacos en uso por la 

Medicina contemporánea son obtenidos Ge vegetales o de subproductos de 



éstos. Sin embargo, el siglo XX nos ha enseñado que el papel que juegan los 

recursos herbolarios en el contexto de las llamadas "medicinas tradicionales 

o indígenas" es además de práctico o empírico en el fundamento de su 

aplicación, profundamente social por estar vinculado a diversos aspectos de 

la cultura. 

La Etnobotànica, rama de la Botánica que asume la valoración cultural de los 

recursos vegetales por las diversas etnias, ha centrado sus esfuerzos en la 

clasificación científica de las especies vegetales y en la sistematización de la 

información popular sobre el uso, casi siempre ancestral, que de las plantas 

medicinales hace una comunidad en particular. La información etnobotànica 

se difunde habitualmente mediante la creación de herbarios (colecciones de 

plantas secas taxonómicamente organizadas), libros y catálogos de modelos 

computarizados que reúnen los datos sistematizados sobre las propiedades 

medicinales atribuidas a los vegetales medicinales, colectados en los 

territorios donde se utilizan estos recursos biológicos (Aguilar-Contreras A y 

cois., 1998). 

Es a partir de la información etnobotànica, que en la actualidad se inicia el 

proceso de investigación científica de una planta medicinal; proceso que 

implica el diseño y aplicación de una metodología, que valore la utilidad del 

recurso vegetal utilizado en la práctica médica popular o tradicional. Mientras 

no se realice la evaluación y corroboración científica de los beneficios 



medicinales atribuidos a una especie, la información etnobotánica no pasará 

de ser un valioso testimonio impreso de la cultura popular. Esta reflexión 

viene a lugar por la transición científico-tecnológica que está teniendo lugar 

en la Medicina de nuestros días y en nuestro país, y que seguramente 

determinará el paradigma médico del siglo XXI. La incorporación de los 

recursos de las medicinas "alternativas" o "tradicionales", al acervo de 

conocimientos médicos del futuro inmediato, dependerá de su grado de 

corroboración experimental y científica (Lozoya X. y cois., 1989; Lozoya X y 

cois., 1992; Navarro V y cois., 1996; Lentz DL y cois., 1998; Encarnacion-

Dimayuga R y cois., 1998; O'Hara M y cois., 1998: Matthews HB, 1999). 

1.3.1 Los productos naturales como fuentes de posibles agentes 

antiTB: 

Se han encontrado 4 revisiones importantes de la evaluación de la actividad 

de los productos naturales como posibles agentes antiTB. 

Newton SM y cois. (2000) incluyen los reportes de 30 años acerca de la 

evaluación de actividad antimicobacteriana (especies distintas a M. 

tuberculosis) o antiTB (anti-W. tuberculosis) de extractos, fracciones o 

compuestos aislados de plantas. Las especies más activas mencionadas 

son: Allium sativum, Borrichia frutescens, Férula communis, Heracleum 

maximu, Karwinskia humboldtiana, Leucas volkensii, Monesses uniflora, 

Oplopanax homdus, Salvia multicaulis y Strobilanthus cusia. 



En el 2001 Cantrell CL y cois., hacen una recopilación de los reportes acerca 

de terpenoides aislados de plantas que han demostrado de moderada a alta 

actividad in vitro contra M. tuberculosis. En esta revisión se incluyen 118 

nuevos compuestos activos del tipo mono-, sesqui-, di- y t/iterpenos, y 

esteróles así como análogos y derivados se mi sintéticos. El compuesto más 

activo contra M. tuberculosis de este grupo es el diterpeno 12-

demetilmulticaulina (Figura 1) aislado de Salvia multicaulls con una MIC 

(Minimal Inhibitory Concentration por sus siglas en inglés) de 0.46 ng/mL el 

cual es más activo que etambutol y cercano a la rifampicina (Ulubelen y cois., 

1997). 
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Figura 1. Estructura química de la 12-demetilmulticaulina, aislada de S. 
multicaulis. 

También se encuentran otros terpenoides activos como el guaianólido 

dehidrocostus lactona aislado de Saussurea lappa con una MIC de 2 ^g/mL 

(Cantrell CL y cois., 1998), el ergosterol-5,8-endoperóxido aislado de Ajuga 



remota con una MIC de 1 fig/mL (Cantrell CL y cois., 1999) y el E-fitol aislado 

de Leucas volkensii con una MIC de 2 ¡ag/mL (Rajab MS y cois., 1998). 

En el 2003 Copp BR publica una revisión sobre productos naturales 

antimicobacterianos aislados y caracterizados entre 1990 y 2002. Durante 

este período existen 248 citas y 352 compuestos aislados tanto de fuentes 

terrestres como marinas. Los productos naturales incluidos son de naturaleza 

química muy diversa. Menciona a ácidos grasos, aromáticos, quinonas, 

péptidos, alcaloides, terpenos y esferoides. Los productos naturales 

antimicobacterianos y antiTB más activos (MICs <4 |j.g/mL) identificados 

durante este período están incluidos en la Tabla 1. 



Tabla 1. Productos naturales con actividad antimicobacteriana y antiTB 
(Copp BR, 2003). 

C o m p u e s t o 
ais lado 

Naturaleza 
química 

Fuente 
del Producto 

Natural 

Especie de 
Mycobacterium 

MIC 
(ng/mL) 

tube lactomic ina A I acto na 
Nocardia sp 

(Bacteria) 
M. smegmatis 0 / 

d rummond lnas fenol 
Hypencum 
drummondii 

(P anta) 
M. smegmatis 1.56 

ferulenal fenol 
Férula 

communis 
(Planta) 

M. intracellulare, M 
xenopiyM smegmatis 

1.25 

phomoxan tonas xantona 
Phomposis sp 

(Honqo) 
M tubeicuiosis H 3 7 R a 0.5 

b 'as i l iqu inonas 
A y B 

quinona 
Nocardta 

brasiliensis 
(Bacteria) 

M. smegmatis 
0 39 y 
0.78 

sampang ina ant raqulnona 
Cananga 
odoratd 
(Pianta) 

M. intrscellubre 0.39 

manzam ines alcaloide 
Didiscus 
oxéate 

(Esponja) 
M. tuberculosis H37Rv 0 .91-3 .13 

ác ido fusic'iso esteroide 
Borrichia 

frutescens 
(Planta) 

,Vf. tuberculosis 1137 Rv 4 

sari n geste rol 
(mezc la de 

ep ímeros C-24) 
este roide 

Les son ¡a 
mgrescens 

(P'anta) 
M tuberculosis H37Rv 0.25 

ergostero i -5,8-
en do peróxido 

esteroide 
Ajuga remota 

(Planta) 
M. tuberculosis H37Rv 1 

Okunade AL y cois., publican a principios del 2004, una nueva revisión de 

metabolitos naturales antimicobacterianos. Incluyen 88 compuestos aislados 

de plantas, hongos y organismos marinos y análogos semisintéticos que 

demostraron actividad antiTB y sobre otras micobacterias; en la Tabla 2 se 

incluyen los más activos. 



Tabla 2. Productos naturales con actividad antimicobacteriana y antíTB 
(Okunade AL y cois., 2004). 

C o m p u e s t o 
ais lado 

Naturaleza 
química 

Fuente del Producto 
Natural 

Especie de 
Mycobacterium 

MIC 
pg/mL 

p re ussome riñas po life rióles 
Microsphaeropsis sp 

(Honqo l 
M. tuberculosis 1 56-3.12 

ennia t inas pép t i cos 
Verticillium 

hemíptergenum (Hongo) 
A i tuberculosis 1.56-6.25 

asc id idemina alcaloide 
Didemnum sp 

(Organ ismo Marino) 
M. aurum 0.25 

éster forbol terpenoide Sapium inúicum (Planta) M. tuberculosis 3.12 

eoid iox is tero l es fero ide Morínda citrifolia (Planta) M. tuberculcsis 2,5 

A pesar de que debido a su toxicidad, solubilidad y/o limitaciones 

farmacocinéticas, estos ejemplos específicos no han podido aún ser 

desarrollados como medicamentos per se, sus esqueletos podrían proveer 

estructuras bases útiles para el desarrollo de nuevos agentes antiTB. 

1.4 Bioensayos para evaluar la actividad de agentes antiTB 

Recientemente se han desarrollado métodos eficientes y rápidos para la 

identificación y evaluación de los perfiles de resistencia a antiTB de cepas de 

M. tuberculosis, ios cuales han sido adaptados para utilizarse en la 

evaluación de nuevos agentes antiTB. De manera general estos métodos los 

podemos clasificar como sigue: 



1.4.1 Método Radiomètrico Bactec 460 Becton Dickinson Laboratories, 

USA (Inderlier C B y cois., 1996; Collins W y SG Franzblau, 1997): 

Se basa en la evaluación del índice de crecimiento de los cultivos en 4 mL de 

medio de Middlebrook 7H9 suplementado con ácido palmítico marcado con 

U C ; cuando el ácido palmítico es metabolizado por las micobacterias, genera 

[14C]-C02, que es detectado aún en muy pequeñas cantidades. Cuando una 

cepa se inocula en este medio (medio 12B), adicionado de un antiTB en una 

concentración predeterminada (ó crítica) y se mide el crecimiento, 

comparándola con el obtenido en un medio sin el medicamento, puede 

obtenerse una relación expresada en porcentaje de inhibición en 

comparación al control. Aunque este sistema reduce el tiempo de evaluación 

de posibles agentes antiTB, a 6-8 días, los costos son elevados. Mediante 

este bioensayo se puede obtener el porcentaje de inhibición del crecimiento 

mi co bacteria no y la MIC de un posible compuesto antiTB. Se requiere de la 

compra del equipo y contar con una licencia oficial para el manejo y uso de 

radioisótopos. Este método está siendo substituido por uno que utiliza 

fluorescencia, el cual es llamado por el fabricante (Becton Dickinson) Bactec 

960. 

1.4.2 Luminiscencia, expresión del gen de la luciferasa (Shawar RH y 

cois., 1997; Cooksey R C y c o l s , 1993): 

El método utiliza cepas recambiantes de M. bovis (BCG) y M. intracellulare 

que expresan el gen de la enzima luciferasa de la luciérnaga. Los análisis se 



realizan en microplaca de 96 pozos. Este método permite el análisis rápido 

de la enzima luciferasa para detectar la actividad antiTB de extractos de 

plantas. Los controles y los extractos problemas son muestreados 

inmediatamente después de la inoculación, y después de 3 días (M. 

intracetlulare recombinante) y 5 días (r BCG) de incubación para medir la 

luminiscencia con un luminómetro, se calcula el cambio relativo en 

luminiscencia, reportándose como porcentaje. Los resultados sugieren que el 

análisis de la expresión de la luciferasa es rápido y exacto, además que 

posee un gran potencial de acelerar la evaluación de la actividad 

antimicobacteriana in vitro de los extractos de plantas al trabajar con 

micobacterias de crecimiento rápido. Con este método es posible realizar el 

tamizaje de un gran número de muestras en un corto periodo de tiempo. 

También se puede trabajar con la cepa M. tuberculosis H37Ra y definir la 

MIC después de 21 días de incubación. 

1.4,3 Métodos de microdilución en medio liquido: 

En este caso microplacas de 96 pozos contienen concentraciones 

decrecientes del determinado "posible agente antiTB". La micobacteria en 

estudio es inoculada en los diferentes micropozos de la microplaca y la MIC 

es determinada después de la incubación, con la utilización o no de un 

indicador de viabilidad. 



1.4.3.1 Método del Alamar Azul en microplaca, MABA (por sus siglas en 

inglés, Micropfate Assay Blue Alamar) (Collins LA y SG Franzblau, 1997; 

Franzblau SG y cois.. 1998): 

El Alamar Azul es un indicador del potencial de óxido-reducción, que mide ia 

proporción de micobacterias resistentes a una o varias concentraciones de 

diferentes antiTB; ésto mediante los cambios de color promovidos por la 

capacidad de las micobacterias viables de reducir el indicador presente en el 

medio de cultivo. Cuando las micobacterias están creciendo, el Alamar Azul 

cambia de color y el medio de cultivo vira del color azul a un color rosa 

intenso. En cambio, si la velocidad de crecimiento disminuye y con ello el 

metabolismo bacteriano, los microorganismos no reducen el Indicador y no 

se observa un cambio en el color del medio. Asi, la intensidad en el viraje de 

color es un indicativo del efecto de las diferentes concentraciones del antiTB 

sobre la población de las micobacterias presente en los pn70s de la 

microplaca. Dichos cambios de color se comparan con los de cultivos 

testigos, los cuales no han recibido medicamentos o aquellos que se han 

lisado completamente de manera intencional (cultivas no viables). Al igual 

que con el sistema Bactec 460, mediante MABA es posible determinar tanto 

el porcentaje de inhibición a una concentración de interés como la MIC ai 

utilizar un lector de microplacas para cuantificar ya sea fluorescencia o la 

permanencia del color azul (UV-Vis). El costo del MABA es menor y los 

resultados se obtienen rápidamente (4-8 dias). Además este método puede 

semi-automatizarse con un microdilutor. Este método tiene actualmente gran 



aceptación en los laboratorios de Micobacteriología Clínica, debido a que es 

rápido, reproducible, de bajo costo y adecuado también para su utilización en 

el rastreo de la actividad antiTB. 

1.4.3.2 Métodos que utilizan sales de Tetrazolio en Microplaca, TEMA 

(por sus siglas en inglés, Tetrazolium Microplate Assay)\ 

Estos métodos utilizan sales de Tetrazolio como indicador de viabilidad 

celular, las cuales son reducidas a formazán. El costo del TEMA en 

comparación con MABA es menor, precisamente por el costo del indicador. 

Dentro de las sales que recientemente se han introducido al laboratorio de 

Micobacteriología Clínica se encuentra el 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil 

tetrazolio. El viraje del color al violeta sucede cuando las micobactcrias son 

metabólicamente activas y en el caso contrario el indicador permanece de 

color amarillo (Foongladda S y cois., 2002, Morcillo N y cois., 2004, Lemus D 

y cois., 2004). Es de nuestro conocimiento que este bioensayo, se utiliza 

actualmente para la evaluación de posibles nuevos agentes antiTB aislados 

a partir de productos naturales (Dra. Rosario Rojas 2004, comunicación 

personal). 

Se reporta también el uso de la sal disódica de tetrazolio: 2,3-bis-(2-metoxHt-

nitro-5-su1fofenil)-2H-tetrazo1io-5-caitoxanilida para la evaluación de 

actividad del hidrocloruro de cryptolepina, aislado de la planta asiática 



Cryptolepis sanguinolenta, sobre mico bacterias de crecimiento rápido. M. 

foríuitum, M. smegrnatis, M. phlei, M. abcessus y M. aunjm. La determinación 

de la MIC se facilita por la adición de 20 JJ.L de MTT después de la re-

incubación por 20 minutos. Se considera que el crecimiento es positivo por el 

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

1.5 Bioensayos para evaluar la toxicidad de agentes antiTB 

1.5.1 Letalidad sobre larvas de Artemia salina: 

Es conocido que los extractos, fracciones o compuestos puros obtenidos de 

plantas y con "posible actividad farmacológica" pueden someterse a una 

batería de bioensayos para detectar su toxicidad, que involucran líneas 

celulares animales y humanas específicas o animales de laboratorio como 

ratones, ratas o conejos; estos ensayos son costosos y requieren de 

infraestructura sofisticada. Sin embargo existe un bioensayo de los 

conocidos como de mesa de laboratorio, el cual es simple, económico, 

rápido, reproducible y no necesita de condiciones extremas de asepsia: el 

bioensayo de letalidad en larvas de A salina. 

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

ecosistemas acuáticos salinos y marinos. Este crustáceo juega un importante 

papel en el flujo de la cadena alimenticia y es un organismo que ha sido 



usado en el laboratorio de bioensayos con el propósito de determinar 

toxicidad por estimación de la CL50 (^g/mL) de los compuestos en medio 

salino. Existen reportes de la evaluación de la toxicidad de micotoxinas 

(Hlywka JJ y cois., 1997), de nuevos materiales dentales (Pelka M y cois., 

2000), de metales pesados como cadmio (Sarabia R y cois., 2002) y arsénico 

(Brix KV y cois., 2003), de surfactantes catiónicos (Nalecz-Jawecki G y cois., 

2003). 

El uso de este bioensayo para evaluar la toxicidad de productos naturales 

está reportada por Logarto-Parra A y cois., en el 2001. En este estudio 

evaluaron la efectividad del bioensayo de A. sal/na para predecir la toxicidad 

de 20 extractos hidroalcohólicos y acuosos de plantas medicinales cubanas, 

en comparación con los resultados de DL50 obtenidas por intoxicación oral 

aguda en ratones albinos Swiss. 

1.5.2 Citotoxicidad: 

La evaluación ¡n vitro de la toxicidad de posibles agentes antiTB tanto 

obtenidos por síntesis química como aislados de fuentes naturales está 

ampliamente reportada. Para realizar los ensayos de citotoxicidad se utiliza 

principalmente una linea celular de mono verde africano conocida como Vero 

(Cantrell CL y cois., 1996; Suling WJ y cois., 1998; Mangalindan GC y cois., 

2000; Foroumadi A, y cois., 2001; 2002 a; 2002 b; 2003 a; 2003 b; Wachter 



GA y cois., 2001; Solaja BA y cois., 2002; Vongvanich N y cois., 2D02; 

Zarranz B y cois., 2003; Ningsanont N y cois., 2003; Woldemichael GM y 

cois., 2004; Gu JQ y cois., 2004 a). También existen reportes en los cuales 

además de las células Vero se emplean la líneas celulares KB (carcinoma 

epidermoide oral humano) y BC-1 (macrófagos derivados de leucemia 

linfoblástica humana) (Kittakoop P y cois., 2001, Seephonkai P y cois., 2002). 



C A P Í T U L O 2 

A N T E C E D E N T E S 

2.1 Descripción del Problema 

Las micobacterias aisladas de pacientes con TBP en Ja población del Norte 

de la República y en el resto del mundo son más frecuentemente resistentes 

a ritampicina e isoniazida (Ávila Carmona MR y cois., 2000). La duración y el 

costo del tratamiento de enfermos con TBP infectados por cepas MDR son 

considerablemente mayores que los de los pacientes portadores de cepas 

sensibles: hasta 18.5 y 8.5 veces, respectivamente (Ávila Carmona MR y 

cois., 2000). En numerosos casos de TBP causada por cepas MDR el 

desenlace es mortal (Reechaipichitkul W, 2002; Palmero DJ y cois., 2004). La 

Norma Oficial Mexicana NCM-006-SSA2-1993 (Diario Oficial, 2000) para la 

prevención y control de la TB en la atención primaria a la salud y la Guia 

Técnica Operativa de TBP en Medicina Familiar del IMSS (IMSS, 2001) 

disponen que los pacientes con TBP portadores de cepas sensibles a 

medicamentos de primera linea deben seguir el tratamiento acortado 

estrictamente supervisado (TAES), el cual consiste en tomar, por dos meses, 



rifampicina, isoniazída y pirazinamida, y por cuatro meses rifampicina e 

isoniazida. Idealmente este tratamiento cura, en 6 meses, entre el 95% y 

98% de los casos sin tratamiento previo antiTB. Sin embargo, un grupo de 6 

directores de UMF del IMSS, Delegación Nuevo León, realizaron una 

investigación sobre la eficacia del TAES en sus unidades y concluyeron que 

el 23% de los pacientes con TBP sin tratamiento previo que se atendían en 

sus UMF, no respondieron al TAES. Los mismos autores preveían que el 

porcentaje de pacientes sin tratamiento previo que no responden seguirá 

creciendo en los próximos años (Ávila-Carmona MR y cois., 2000). Lo 

anterior es congruente con el estudio realizado por Said-Fernández y cois., 

en el 2001 y con Becerril-Montes y cois,, 2004 (manuscrito en preparación), 

quienes encontraron que en esta misma urbe, el 19.3 % de cepas aisladas 

de pacientes con TBP sin tratamiento previo antiTB, eran portadores de 

cepas resistentes a cuando menos un medicamento de primera línea. El 

problema de resistencia primaria (cepas aisladas de pacientes sin tratamiento 

previo) y secundaria (cepas aisladas de pacientes multitraíados) es extensivo 

a todo el mundo, y sabré todo a los países en desarrollo (Durmaz R y cois., 

2004; Kordy FN y cois., 2004; Ruiz P y cois., 2004; Ramaswamy SV y cois., 

2004). 

Por ella, es muy recomendable encontrar nuevas alternativas de tratamiento 

antiTB. Una fuente con gran potencial son los productos naturales, en 

especial las plantas (Rates S, 2001; Fabñcant DS y NR Farnsworth, 2001). 



La cepa H37Rv de M. tuberculosis es el modelo universal para estos 

trabajos, la cual es sensible a todos los medicamentos de primera línea: 

estreptomicina, ¡soniazida, rifampicina, etambutol y priazinamida. Existen 

sólo algunos reportes de evaluación antiTB usando cepas de M. tuberculosis 

drogorresistentes, los cuales se incluyen en la Tabla 3. 

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

Referen e/a 
Fuente del 

Producto natural 
M. tuberculosis 

resistente a Observaciones 
Lall N y cois., 

1999 
Plantas 

sudafncanas Rl 
extractos act¡vos= 

100 w j / m l 

Lall N y cois., 
2001 

Euclca natalensis 
Rl, SIE, SIRE, 

SIR 
Dicspir ina, 

MIC= 100 ng/mL 

Xie JP y cois., 
2003 

Veneno de víbora 
I, IR, Sl, SIR, 

SIRE 
Péptido Vgf-1, 

MIC= 8 5 ng/mL 
J imenez-

Arel lanes A y 
cois., 2003 

Plantas del centro y 
sur fle México 

SIRE, IRE, IE 
Fracción cromatográf ica 
de Lantana hispida MICs 

>25| ig /mL 
S=Estreptomiclna, l=lsoniaz¡da, R-Ri fampic ina , E=Etambutol y P=P¡razinamida 

Considerando que los compuestos puros con actividad antimicobacteriana 

y/o antiTB aislados de productos naturales poseen estructuras químicas muy 

diferentes a los medicamentos antiTB disponibles hasta ahora, se incluyó 

para el desarrolla del presente trabajo una cepa de M. tuberculosis MDR a la 

combinación de los 5 medicamentos antiTB de primera línea, ya que esta 

cepa MDR podría ser susceptible a los compuestos aislados, purificados y 

caracterizados durante este trabajo. 



2.2 Justificación 

El incremento de cepas M. tuberculosis resistentes a los medicamentos 

antiTB nos conduce a la necesidad urgente de intensificar la búsqueda y/o 

síntesis de nuevos compuestos con actividad antiTB. Tanto de extractos 

crudos como de compuestos puros aislados de plantas, ha sido reportada 

ampliamente actividad antimicobacteriana y antiTB, de aquí que los 

productos naturales son una excelente alternativa. 

A pesar de que el pueblo mexicano tiene una larga y basta experiencia con el 

uso de remedios de origen natural para tratar las más diversas y en no pocas 

ocasiones, graves enfermedades, en nuestro país se tiene relativamente 

poca experiencia en el manejo de productos herbolarios en el ámbito de la 

Medicina Institucional. Sin embargo, si los medicamentos fallan, los remedios 

naturales constituyen una alternativa plausible. 

De acuerdo con lo anterior, en la naturaleza pueden existir nuevos productos 

con actividad bactericida o bacteriostática contra cepas de micobacterias 

sensibles o MDR. Nuestro pais tiene una gran biodiversidad. Se han 

identificado especies de plantas con actividad antimicobacteriana en el 

Sureste y Centro de la República Mexicana, pero no existen investigaciones 

tendientes a aislar esos principios activos de plantas del Noreste de México 

seleccionadas bajo los criterios etnofarm acó lógicos y/o quimiotaxonómicos, 



que utilicen bioensayos bien establecidos para rastrear esa actividad desde 

los extractos crudos hasta los compuestos puros; tampoco existen trabajos 

de química de productos naturales para identificar y caracterizar los 

principios activos de estas plantas. 

2.3 Hipótesis 

Existen plantas en el Noreste de México que contienen compuestos con 

actividad bactericida y/o bacteriostática contra cepas H37Rv y 

CIBIN/UMF15:99 de Mycobacterium tuberculosis. 

2.4 Objetivos 

2.4.1. Objetivo General: 

Purificar y caracterizar compuesto(s) de plantas del Noreste de México con 

actividad bactericida y/o bacteriostática contra cepas H37Rv y 

CIBIN/UMF15:99 de Mycobacterium tuberculosis. 



2.4.2. Objetivos Específicos: 

1. Búsqueda, recolección, clasificación y registro de las especies de plantas 

regionales que resultaron seleccionadas por criterios etnofarmacológicos 

y/o quimiotaxonómicos. 

2. Obtención de los extractos metanólicos y acuosos de cada una de las 

partes (raíces, tallos, hojas y en su caso flores y/o frutos) de cada especie 

de plantas recolectadas. 

3. Tamizaje de los extractos mediante el Método de Alamar Azul en 

Microplaca para identificar los que posean actividad antituberculosa. 

4. Fraccionamiento biodirigido del o los extractos antituberculosos. 

5. Purificación y determinación de la estructura química del o los 

compuesto(s) antituberculosos. 

6. Determinación de la MIC del compuesto(s) puro(s) contra de las cepas 

H37Rvy CIBIN/UMF15:99 de Mycobactenum tuberculosis. 

7. Determinación de la actividad bactericida o bacteriostática del o los 

compuestos. 

8. Evaluación de la toxicidad del o los compuestos mediante el bioensayo de 

letalidad en larvas de Artemia salina en microplaca. 



CAPÍTULO 3 

MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 Equipo, Material y Reactivos 

3.1.1 Equipo: 

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

• Licuadora OSTERIZER 

• Balanza analítica Ohaus 

• Balanza analítica Ohaus-Analytical Plus 

• Rotavapor Büchi modelo 461 con baño de agua Büchi RE 121 

• Rotavapor- R Büchi con baño de agua HB4 Basic Kika Labortechnik 

• Pistola de desecación Desaga Hidelberg Trockenpult, Type 134100 

• Liofilizadora Labconco 7522800 Freeze Dry-12; Fr 

• Bomba de vacío Gast US Patent Number 3,658,250 

• Lámpara Spectroline Highest Ultraviolet Intensty 

• Incubadora VWR 

• Refrigerador TORREY 

• Congelador Reveo a -70°C 

• Campana de Bioseguridad NUAIRE 

• Campana extractora de humos VECTON 



• Microscopio Invertido Iroscope Modelo SI-PH 

• Microscopio Estereoscópico American Optical Co. 

• Densitòmetro Densimat bioMerieux 

• Cronómetro Sper Scientific 

• Cromatógrafo Waters con Bomba 600 y Detector de Arreglo de Diodos 

2996 

• Espectrofotómetro UV-Vis Beckman DU 7500 

• Cromatógrafo Waters acoplado a Espectrómetro de Masas 

Thermabeam Mass Detector y Detector de Arreglo de Diodos 

• Espectrofotómetro de Infrarrojo con Transformada de Fourier Perkin 

Elmer, Spectrum One 

• Espectrómetro RMN Bruker Modelo Avance DPX400, de 9.4 Teslas de 

campo magnético, operado a frecuencia para 1H de 400.13 MHZ y 

para n C de 100.61 y temperatura controlada por la unidad Eurotherm 

Bruker, equipado con una sonda de detección directa de 5 mm 

• Polarimetro Perkin Elmer con control de Temperatura Modelo 341, con 

lampara de sodio, filtro de 589 nm y una celda de 1 dm de longitud y 1 

mL de capacidad 

3.1.2 Material: 

• Matraces Erlenmeyer Pyrex de 500 mL 

• Pomaderas ámbar 

• Microtubos eppendorf de 1.5 mL 

• Torundas de algodón Curity 

• Gasas Le Roy 20 cm x 12 cm 

• Matraces de separación Pyrex de 250 mL 

• Viales de vidrio con tapón de rosca de teflon de 4 ml Wheaton 



• Cartuchos para cromatografía a Baja Presión LiChroprep RP-18 (40-

63 jim) Merck Tamaños de 240 x 10 y 310 x 25 

• Embudo de filtración Pyrex de 150 mL fondo de vidrio poroso de poro 

Fino 

• Matraces Erlenmeyer Pyrex de 250 mL 

• Tapones de hule horadados 

• Probetas de 100, 250 y 500 mL 

• Pipetas lineales de 5 y 10 mL 

• Matraces Erlenmeyer Pyrex de 250 mL 

• Cajas para tubos eppendorf 

• Cubas para desarrollar cromatografías TLC 121 X 108 X 83 mm 

• Cuba para desarrollar cromatografía TLC 27.5 X 27.5 X 7.5 cm 

• Pipetas automáticas Eppendorf de una punta de volumen variable de 

1000 a 100, 200-10, 2-20 |¿L 

• Pipetas automáticas Eppendorf de 8 canales de volumen variable de 

10-100 y 20-300 ^L 

• Tubos de vidrio de 13 x100 mm de tapón de rosca 

• Frasco para liofilizar Labconco capacidad de 900 mL 

• Placas de porcelana 

• Cromatofolios AL TLC de Sílica Gel F254 Merck 

• Capilares de 2 y 5 jiL 

• Embudas de filtración rápida 

• Cajas de petri de vidrio 

• Pipetas pasteur 

• Cajas de petri desechables 

• Acrodiscos PTFE de 13 mm diámetro y tamaño de poro de 0.22 ^m 

Millipore 

• Acrodiscos de Nylon 13 mm diámetro y tamaño de poro de 0.22 yim 

Millipore 



• Membranas Durapore GVWP0130Q 13 mm diámetro y tamaño de 

poro de 0.22 nm Millipore 

• Membranas Durapore HATF04700 47mm diámetro y de tamaño de 

poro de 0.45nm Millipore 

• M i c r o p l a c a s d e 96 p o z o s de ba ja e v a p o r a c i ó n C o s t a r 

• Jeringas de 1 ml_ Becton-Dickinson 

• Espátulas 

• Vasos de precipitado 

• Papel filtro No. 40 

• Papel aluminio 

• Parafilm 

• Batas quirúrgica y estériles Barrier 

• Guantes esténles 

• Lentes de Seguridad 

• Cubiertas para calzado Tyvek 

• Gorras para cirujano Tyvek 

• Respirador N 95 3M 

• Apósitos desechables KENDALL 

• Puntas desechables para pipeta azules Axygen 

• Puntas desechables para pipeta amarillas Axygen 

• Puntas desechables con filtro y estériles de 200 ^L Axygen 

• Puntas desechables con filtro y estériles de 1000 j iL Axygen 

• Puntas desechables con filtro y estériles de 20 ^.L Axygen 

• Bolsas Ziploc JohnsonS Son Racine, Wisconsin, U.S.A 

• Crioviales de 2 mL estériles Daigger 

• Tubos cónicos de 15mL con tapón de rosca y estériles Daigger 

• Columna Cromolith Perfomance Merck RP 5 |im, 18E 100-4.6 mm 

• Columna Symmetry C18 5 jim, 3.9 X 150 mm No. Serie WAT 046980 

• Columna Polarity dC18 3 |im 2.1 X 50 cm 



3,1.3 Reactivos y Solventes: 

• Bromo Sigma 

• Tetracloruro de Carbono ACS Fermont 

• Permanganato de Potasio Sigma 

• 2-4 dinitrofenilhidrazina Sigma 

• Ácido Sulfúrico ACS Fermont 

• Cloruro Férrico Sigma 

• Anhídrido acético Baker 

• a-naftol Sigma 

• p-dimetilaminobenzaldehido Sigma 

• Ácido clorhídrico Baker 

• Hidróxido de Sodio Sigma 

• Ácido picrico Sigma 

• Hidróxido de Potasio Sigma 

• Limadura de Mg Productos Químicos Monterrey 

• Nitrato de Bismuto Productos Químicos Monterrey 

• Ácido acético glacial Baker 

• Yoduro de Potasio Sigma 

• Agua MiliQ 

• Agua desionizada 

• Agua Bidestilada 

• MeOH ACS Fermont 

• Hexano ACS Fermont 

• ButOH ACS Fermont 

• AcOEt ACS Fermont 

• Cloroformo ACS Fermont 

• Acetona ACS Fermont 

• Diciorometano ACS Fermont 



Acetorirtrilo ACS Fermont 

Clorformo-tì, Sigma100% D 

D 2 0 Aid ri eh 99.9% D 

DM SO ACS Sigma 

Nitrógeno gas de alta pureza, AGA 

Argón de alta pureza, AGA 

Helio, AGA 

Yodo en cristales 

Fenol 

EtOH al 70% 

Ácido fórmico 

Agua bidestilada ésteril 

Indicador de viabilidad celular Blue Alamar Trek Diagnostic 

Medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9 broth D'rfco 

Medio de cultivo sólido Lowenstein-Jensen Merck 

Gíicerol Sigma Aldrich 

Enriquecimiento para medio de cultivo OADC (oleic acid, albumin, 

dextrose, catalase) Becton Dickinson 

Tween-80 Sigma Aldrich 

Ofioxacina Sigma 

Rifampicina Sigma 

Sal para preparar agua de mar Ocean Pacific 

Extracto de levadura Bioxon 

Dicromato de potasio Sigma 

1 EtOH absoluto Sigma 

• Silica Gel 60 Merck para placas üe Cromatografía en Capa Fina 

Preparativa 



3.1.4 Material Biológico: 

• Cepa de M tuberculosis H37Rv ATCC 27294 sensible a los 

medicamentos antíTB de primera línea (estreptomicina, isoniazida, 

rifampicina, etambutol y pirazinamida) 

• Cepa de M. tuberculosis CIBIN/UMF15:99 resistente a estreptomicina, 

isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida de un paciente con 

TPB avanzada la cual fue aislada, identificada y caracterizada en el 

laboratorio de Micobacteriología del CIBIN-IMSS 

• Huevecillos de Artemia salina Great Lake 



3.2 Métodos 

3.2.1 Búsqueda, recolección, clasificación y registro de las especies de 

plantas regionales que resultaron seleccionadas por criterios 

etnofarmacológicos y/o quimiotaxonómicos: 

Para la búsqueda de las plantas, se utilizaron tanto criterios 

etnofarmacológicos como quimiotaxonómicos. Se investigó en libros, tesis, 

revistas científicas, bases de datos etnobotánicas y etnofarmacológicas: 

Infotrieve, Medline, Chemical Abstract, NAPRALERT, Raín-tree. Además se 

hizo investigación de campo en mercados y hierberías de la ciudad de 

Monterrey y entrevistas con personas que viven en la zona rural en Linares, 

Cerralvo y Agualeguas N.L., así como en Parras Ccah. de las plantas 

medicinales localizadas en la región Noreste de México y que la Medicina 

Herbolaria refiera con actividad antiTB, antimicótíca y/o antilepra, asi como 

para tratar enfermedades pulmonares. 

De todas las especies seleccionadas se recolectó parte aérea y raíz y en los 

casos de que las hubiera también flor y frutos. Las fechas de colecta fueron 

entre octubre del 2000 y octubre del 2002. Los lugares de colecta están 

dentro de los estados de Nuevo León y Coahuila. Estas actividades fueron 

asesoradas por el M.C. Humberto Sánchez Vega, especialista en Botánica. 



La clasificación y registro en el herbario de la Facultad de Ciencias 

Biológicas de los especímenes de las plantas regionales se realizó por el 

Biól. Marco Antonio Guzmán Lucio y M.C. María del Consuelo González de la 

Rosa del Depto. de Botánica de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

UANL. 

3.2.2 Obtención de los extractos metanólicos y acuosos de cada una de 

las partes (raíces, tallos, hojas y en su caso flores y/o frutos) de cada 

especie de plantas recolectadas: 

Las plantas completas se secaron a temperatura ambiente por dos semanas; 

posteriormente se separaron las hojas, corteza, fruto, raíz o flores, las cuales 

se molieron en molino o licuadora. Se realizaron 3 extracciones de 100 g del 

molido obtenido vía maceración a temperatura ambiente con 300 mL de 

MeOH El residuo originado se extrajo 3 veces con 200 mL de agua 

bidestilada, también por maceración; esto sólo se realizó con la parte de la 

planta que la etnofarmacología informaba de su uso. 

Los extractos metanólicos se evaporaron por destilación a temperatura 

controlada de 37°C con rotavapor y los acuosos mediante liofilización; ambos 

extractos se secaron totalmente bajo atmósfera de N2, se guardaron en 

refrigeración a 4DC y protegidos de la luz para la evaluación posterior de su 

actividad antiTB. Todos los extractos fueron secados durante 24 h a 37DC en 



pistola de desecación bajo atmósfera de N2, antes de evaluar su actividad 

antiTB. 

3.2.3 Tamizaje de los extractos mediante Método de Alamar Azul en 

Microplaca para identificar los que poseen actividad antiTB in vitro: 

Para la evaluación de la actividad antiTB se siguió el Bioensayo MABA 

establecido por Franzblau SG y cois., 1998 y modificado por Jimenez-

Arellanes A y cois , 2003. 

3.2.3.1 Evaluación de la interferencia del color propio del extracto sobre 

la apreciación del viraje del indicador redox Alamar Azul: 

Se prepararon soluciones en medio Middlebrook suplementado con OADC 

de Alamar Azul + Tween 80 al 20 % (v/v) en estado oxidado (color azul) y 

estado reducido (rosa) y del extracto más oscuro obtenido y a la mayor 

concentración a evaluar (Schinus molle, 500 ^g/mL) y se realizaron los 

espectros UV-Vis (200-800 nm). Posteriormente se hicieron mezclas del 

extracto tanto con el indicador en estado oxidado como reducido y se 

tomaron los espectros UV-Vis de ambas mezclas. 



3.2.3.2 Determinación del efecto inhibitorio del DMSO sobre las 

micobacterías: 

En una mícroplaca se incluyeron una serie de diluciones seriadas de DMSO 

que abarcaba el rango de concentración del 25.00 al 0.7B % v/v del 

disolvente en medio Middlebrook 7H9 enriquecido (por duplicado); el 

bioensayo que se realizó fue MABA descrito a detalle en 3 2.3.5 Se 

consideró como un efecto tóxico del DMSO hasta el micropozo que se 

correspondió con la mínima concentración que inhibe el crecimiento de la 

micobacteria, en términos de la que previene o evita el viraje del color del 

Alamar Azul del azul a cualquier tonalidad de violeta o rosa. En todos los 

casos la minima concentración inhibitoria fue confirmada por revisión al 

Microscopio Invertido. El efecto inhibitorio del DMSO se evaluó para ambas 

cepas micobacterianas. 

3.2.3.3 Preparación de los extractos: 

En el caso de los extractos orgánicos crudos obtenidos, éstos se disolvieron 

en DMSO a una concentración de 2 mg/mL y fueron esterilizadas por paso a 

través de un acrodisco de PFTE 0.22 j im de tamaño de poro. Los extractos 

acuosos fueron disueltos directamente en medio Middlebrook 7H9 

enriquecido con 10% de OADC también a una concentración de 2 mg/mL y 

esterilizados por filtración a través de acrodiscos de Nylon de tamaño de 

poro de 0.22 nm. 



Se realizaron cultivos primarios de ambas cepas micobacterianas en medio 

sólido Lowenstein-Jensen, a partir de los cuales se tomó una asada de 

colonias para realizar una suspensión micobacteriana en 1 mL de agua 

bidestilada con ayuda de perlas de vidrio de 3 mm estériles. Los cultivos 

secundarios se realizaron inoculando 0.1 mL de esta suspensión en 2.5 mL 

de medio Middlebrook 7M9 enriquecido y se dejaron crecer hasta que la 

bacteria alcanzaba su fase logarítmica comparable al estándar No. 1 de Me 

Farland para lo cual se empleó un densitómetro. Posteriormente se preparó 

una dilución 1:50 que contenía 6 *10B UFC/mL, que se correspondía con el 

inóculo de trabajo. 

3.2.3.5 Evaluación de la actividad antiTB de extractos crudos: 

MABA fue realizado en microplacas de poliestireno de 96 pozos con tapa de 

baja evaporación y estériles. Doscientos microlitros de agua desionizada 

estéril fueron añadidos en los pozos de la periferia para minimizar la 

evaporación. Las placas se manejaron entonces con 10 hileras con 6 filas 

cada una. Se agregaron 100 fiL de medio Middlebrook enriquecido al resto 

de los micropozos. Cien p.L de los extractos estériles a evaluar fueron 

añadidos al primer micropozo de cada fila y se realizaron diluciones a través 

de las 6 hileras disponibles. Se Incluyeron 2 hileras con diluciones seriadas 

de los controles positivos: rifampicina y oflcxacina; en otra hilera se 



destinaron un micropozo como control de esterilidad del medio de cultivo (sin 

inoculo), 4 micropozos para controles de crecimiento de las micobacterias 

(inoculo libre de antiTB o extracto) y un micropozo adicional con el control de 

crecimiento en dilución 1:100 del inoculo de trabajo (método de las 

proporciones, recomendado para Micobacteriologia). Cien pL del inoculo 

bacteriano fueron añadidos a cada micropozo con los extractos prueba, los 

medicamentos antiTB y los controles de crecimiento. El rango de 

concentración final fue para los extractos de 500.00 a 15.63 fig/mL; para 

rifampicina de 0.06-2.00 j ig/mL y para ofloxacina 0.50-16.00 ng/mL. Las 

microplacas fueron introducidas en bolsas de plástico e incubadas a 37°C por 

5 días en atmósfera con 5% de C0 2 . Al quinto día, 32 [iL de una mezcla 

recientemente preparada de Alamar Azul y Tween 80 estéril al 20% v/v 1.6:1 

(v/v) fueron añadidos a uno de los micropozos del control de crecimiento y 

las placas se re-Incubaron por 24 h bajo las mismas condiciones. Si el color 

azul del indicador redox viraba al rosa (lo que indicaba que las micobacterias 

eran metabólicamente activas), 32 \ú- de la mezcla se añadían al resto de los 

micropozos. Las microplacas se re-incubaron por 24 h adicionales bajo las 

mismas condiciones. El viraje del color azul al rosa fue considerado como 

indicativo de crecimiento bacteriano. La actividad antiTB de los extractos fue 

considerada en términos de MIC. La MIC fue definida como la menor 

concentración del extracto que inhibió el crecimiento bacteriano, medido 

como aquel que previene o evita el cambio de color del Alamar Azul del azul 



a cualquier tonalidad de violeta o rosa; en todos los casos fue confirmada por 

revisión del crecimiento en cada uno de los mícropozos al Microscopio 

Invertido en campo claro y con aumento de 100X. 

3.2.4 Fraccionamiento biodirigido del extracto metanólico de corteza de 

raíz de Leucophyllum frutescens: 

A partir de 6 especímenes de aproximadamente 1.5 m de altura se 

obtuvieron 200 g de corteza de raíz y 200 g de hojas molidas; cada una de 

ellas fueron extraídas con MeOH vía maceración como se describió en 3.2.2. 

De manera general se utilizaron técnicas analíticas de separación seguidas 

por la evaluación biológica para Identificar en que fracción se concentraba o 

mantenía la actividad antiTB. 

3.2.4.1 ELL con polaridad diferencial de los extractos metanólicos de 

hojas y raíz de L. frutescens: 

Quince gramos de los extractos metanólicos crudos de corteza de hojas y 

raíz fueron re-disueltos en 50 mL de MeOH. A partir de estas soluciones 

metanólicas se realizaron ELL con 150 mL de hexano por triplicado. El 

residuo metanólico se diluyó 1:2 con agua bidestilada; el extracto 

hidroalcohólico (150 mL), fue extraído con 450 mL de AcOEt. El mismo 

procedimiento se repitió con 300 mL de ButOH. 



Las fracciones obtenidas después de la ELL con polaridad diferencial, fueron 

evaporadas en rotavapor, llevadas a sequedad total y almacenadas bajo las 

condiciones antes mencionadas. 

3.2.4.2 Evaluación de la actividad antiTB de las fracciones obtenidas por 

ELL: 

Las fracciones fueron evaluadas mediante MABA, como se explicó en 

3.2.3.3, 3.2 3.4 y 3.2.3.5. 

3.2.4.3 Identificación de los grupos fitoquímicos de los fracciones 

antiTB obtenidas de los extractos metanólicos de raiz y hoja de L. 

frutes cens: 

Por medio de pruebas calorimétricas se identificaron los grupos fitoquímicos 

presente en las fracciones activas obtenidas de corteza de raíz y de hojas de 

L. frutescens (Domínguez XA, 1979). 

3.2.4.3.1 Instauraciones 

Prueba del B^ /CCU: Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 1 mL de CCI4 y 

se agregó gota a gota una solución de Bromo al 2% en CCI*. La decoloración 

de la solución se consideró como prueba positiva. 

Prueba del KMnQ4 : Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en MeOH y se 

añadió gota a gota una solución acuosa de KMnO« al 2%; la prueba se 

consideró positiva si hubo decoloración o formación de un precipitado café. 



Prueba de la 2-4 dinitrofenilhidrazina: 1-2 mg de la muestra se disolvieron 

en EtOH y se añadió gota a gota solución saturada de 2,4 

dinitrofenilhidrazina en H2SO4 6N La formación de un precipitado amarillo o 

naranja indicó la presencia del grupo carbonilo. 

3.2.4.3.3 Oxhidrilos fenólicos 

Prueba del FeCIs: 1-2 mg de la muestra se disolvieron en MeOH y 

posteriormente se le añadió una gota de clorura férrico al 12.5% en agua. La 

aparición de un precipitado rojo, azul violeta o verde se consideró como 

prueba positiva. 

3.2.4.3.4 Esferoides y Triterpenos 

Prueba de Liebermann-Burchard: Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en 

cloroformo y se agregó gota a gota una mezcla 1:1 de anhídrido 

acético:cloroformo recién preparada. La aparición de cualquier color en el 

lapso de 1h fue considerado como prueba positiva. 

Prueba de Salkowski: 1-2 mg de la muestra se disolvieron en cloroformo y 

se agrega 1mL de H2SO4; el desarrollo de un color amarillo o rojo se 

consideró prueba positiva para esteróles y metil-esteroles. 



Prueba de Mol ish: A 1-2 mg de la muestra se le agregó el reactivo de Molish 

que consiste en: 1) a-naftcl (1% en EtOH) y 2) H2SO4 concentrado. La 

prueba se consideró positiva por la formación de un anillo coloreado en la 

interfase. 

3.2.4.3.6 Grupo Furano 

Prueba de Erlich: 1-2 mg de la muestra se disolvieron en EtOH y se le 

agregaron 5 gotas de p-dimetilaminobenzaldehído al 5% en EtOH. La 

muestra se colocó en una cuba con vapores de HCI: la aparición de un color 

naranja se consideró como prueba positiva. 

3.2.4.3.7 Coumarinas 

Se disolvieron 1-2 mg de la muestra en solución de NaOH al 10% y la 

aparición de una coloración amarilla la cual desaparece al acidular fue 

considerada como prueba positiva. 

3.2.4.3.8 Sesquiterpenlactonas 

Prueba de Baljet: Se mezclaron 2-3 mg de la muestra con 4 gotas de la 

mezcla 1:1 de la solución A: solución B (solución A: ácido pícrico 1% en 

EtOH y solución B: NaOH al 10% acuosa) la cual fue preparada 



inmediatamente antes de usarse. La prueba se consideró como positiva si se 

formó una coloración anaranjada o roja obscura. 

3.2.4.3.9 Quinonas 

Prueba de Borntráger: 2 mg en una solución de NaOM al 5% se pusieron a 

hervir por 10 min; se dejó enfriar y se aciduló con HCI 2%. Se realizó 

extracción con Benceno al cual se le agregó KOH. La decoloración de la fase 

bencénica y un color rojo en la fase alcalina, se consideró como prueba 

positiva. 

3.2.4.3.10 Flavonoides 

Prueba del H2SO4: Se disolvió una pequeña cantidad de la muestra en 

H2SO4 concentrado. La aparición de un color amarillo se consideró positivo 

para flavonas y flavonoles; naranja-rojo oscuro para f lavonas y rojo-azuloso 

para ch aleo ñas. 

Prueba de Shinoda: A una solución de la muestra en EtOH se le agregó 

l imadura de Mg y se calentó a 60 °C a Baño María; posteriormente se le 

agregaron unas gotas de HCI concentrado. Se consideró positiva la prueba 

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



Prueba de DragendorfF, con modificaciones de Munier y Machaelobuf: 

El reactivo utilizado consiste de dos soluciones: 

Solución A: 0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 mL de ácido 

acético glacial y 40 mL de agua 

Solución B: solución acuosa de Kl al 40% 

El reactivo consiste de 5 mL de la solución A, 4 de la solución B y 100 mL de 

agua. Para esta prueba se corrieron CCF de la muestra y se reveló la placa 

con este reactivo; la persistencia por 24 h de un color rojo o naranja fue 

considerada como prueba positiva. 

3.2.4.4 Fraccionamiento mediante Cromatografía de Líquidos al Vacio 

de la fracción hexánica: 

Para realizar la Cromatografía de Líquidos al Vacio (VLC, por sus siglas en 

inglés Vacuum Liquid Chromatography) se siguió el procedimiento descrito 

por Coll JC y BF Bowden, 1986. Se realizaron 2 cromatografías de la fracción 

hexánica de corteza de raíz, una con 3 g y la segunda con 2 g. En embudos 

de filtración con fondo de vidrio poroso de 150 mL se colocaron 60 g de 

Silica Gel 60 G. Se disolvieron por separado los 3 y 2 g de la fracción en el 

mínimo volumen de hexano y posteriormente se mezclaron con 9 y 6 g de 

Sílica respectivamente hasta sequedad. Las muestras se sembraran 

aplicando vacío para lograr su perfecto empaquetamiento. 



La elución se realizó usando como fase móvil mezclas de distinta polaridad 

de hexano y AcOEt (20:1, 15:1, 10:1, 5:1, 3:1, 2:1 ,1.1), continuando con 

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

Las fracciones obtenidas mediante VLC fueron evaporadas en rotavapor, 

llevadas a sequedad total y guardadas bajo las condiciones antes 

mencionadas. 

El monitoreo de la separación química se realizó mediante las técnicas 

cromatográficas CCF-FN y HPLC-FR-DAD. También fue realizado el rastreo 

de metabolitos por HPLC-EM. 

Las CCFs se realizaron en cromatofolios de silica Gel 60 con indicador de 

fluorescencia con distintos sistemas de elución con mezclas de 

hexano:AcOEt (3:1, 2:1, 1:1), hexano:DCM, (3:1, 2:1, 1:1) benceno:acetona 

(3:1, 2:1, 1:1), DCM con 1, 3, 4, y 7% de MeOH y DCM con 1, 3, 4, y 7% de 

acetona. La detección se realizó mediante exposición a luz UV de 254 y 365 

nm, así como a vapores de yodo. 

Para las HPLC-DAD se pesaron 2 mg de la fracción activa, los cuales se 

disolvieron en MeOH grado HPLC y se filtraron a través de una membrana 

Durapore. El análisis cromatográfico se realizó en un cromatográfo Waters 

con bomba 600 y DAD 2996, bajo las siguientes condiciones: Columna 



Cromolith Perfomance Merck RP 5 jim, 18E 100-4.6 mm y Fase Móvil: 

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

T iempo 
(min) 

Flujo 
(rrL/min) 

% MeOH % Agua Curva 

0 i 1 70 30 6 
B 1 100 0 6 

23 1 100 G 6 
25 1 70 30 6 
30 1 70 30 6 

La longitud de onda de monitoreo fue de 254 nm. 

Para realizar los cromatogramas en el HPLC-EM se utilizó un Cromatógrafo 

Waters acoplado al Espectrómetro de Masas Integrity. Las condiciones de 

trabajo fueron: 

Fase Estaclonana Columna Polarity dC18 3 Mm 2.1 X 50 cm 

Fase Móvil 
A) ácido fórmico 0.1% en agua 
B) ácido fórmico 0.1% en A C N 

Gradiente 5% al 95% de B en 12.5 min 

Flujo 0.3 m U m i n 

^ d e barrido 210 a 450 nm 

Intervalo de Masa 60-650 urna 

Fi lamento 70 eV 

Adquis ic ión de datos Barrido completo a velocidad de 1 espectro/ seg 

Flujo He 20 mm 

Tempera tura 
Nebü izado r 

75 °C 

Temperatura de la 
región de expansión 

75 °C 

Temperatura de la 
cámara de ionización 

200 °C 



Cinco mg de cada compuesto se prepararon como se describe para HPLC-

DAD y se realizó la cromatografía a 10 ^L de esta solución. Del 

cromatograma obtenido del Barrido de Masas, se extrajo el cromatograma a 

la m/z del pico base, se hizo una combinación de espectros de la parte 

cen t ra l de l p ico y se res tó el ru ido d e f ondo . 

Las fracciones fueron evaluadas mediante MABA, como se explicó en 

3.2.3.3, 3.2.3.4 y 3.2.3.5. 

3.2.4.5 Fraccionamiento mediante Cromatografía a Baja Presión-FR de 

la fracción VLC 20:1: 

La fracción obtenida de la VLC con el sistema hexano:AcOEt 20:1 (VLC 20:1) 

se purificó por Cromatografía a Baja Presión en una columna RP-18, tamaño 

310 x 25. La columna se acondicionó primeramente con una mezcla 50:50 y 

posteriormente con 70:30 de MeOH agua; 812 mg de la fracción activa se 

disolvieron en MeOH y unas gotas de cloroformo y se sembró 

inmediatamente en la columna. La elución se realizó con 300 mL de los 

siguientes disolventes: mezclas de MeOH:agua 70:30, 80:20, 90:10; MeOH, 

50 50 MeOH:acetona y acetona. La velocidad de elución fue de 2 mUmin 



Las fracciones obtenidas mediante la Cromatografía en Columna a Baja 

Presión-FR fueron evaporadas en rotavapor, llevadas a sequedad total y 

guardadas bajo las condiciones antes mencionadas. 

El monitoreo de la separación química se realizó mediante las técnicas 

cromatográflcas CCF y HPLC-DAD, como se describe en 3.2.4.4. 

Las fracciones fueron evaluadas mediante MABA, como se explicó en 

3.2.3.3, 3.2.3.4 y 3.2.3.5; el rango de concentración usado fue entre 100.00 y 

3.13 p.g/mL. 

3.2.5 Purificación y determinación de la estructura del o los 

compuesto(s) antiTB: 

3.2.5.1 Purificación de la fracción cromatogràfica antiTB F3, 90:10: 

Sesenta y cinco mg de la fracción obtenida de la Cromatografía a Baja 

Presión-FR can el sistema MeOH:agua 90:1 (F3 90:10), se disolvieron en 

MeOH y fueron sembrados en una columna RP-18, tamaño 240 X10. La 

elución se realizó usando 60 mL de las mezclas MeOH:agua (80:20), 

MeOH:agua (90:10) y MeOH, se recogieron alícuotas en volúmenes de 2 mL. 

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

tomaron alícuotas de las mismas (cada 5 tubos) y se prepararon como se 



describe en 3.2.4.4; se usó una columna Symmetry C18 5jim, 3.9 X 150 mm 

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

siguiente gradiente: 

Tiempo Flujo 
(min) (mL/mín) % MeOH % Agua 

30 

Curva 

4 0 1 70 

% Agua 

30 

Curva 

4 
23 1 100 0 4 
28 1 70 30 6 
33 1 70 30 6 

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

3.2.5.2 Purificación de la fracción cromatogràfica antiTB F4,100 MeOH; 

Doscientos cincuenta mg de la fracción obtenida de la Cromatografía a Baja 

Presión-FR con MeOH (F4, 100 MeOH), se disolvieron en MeOH y fueron 

sembrados en un columna RP-18, tamaño 240 X10. La elución se realizó con 

60 mL de las mezclas MeOH:agua (80 20), MeOH:agua 90:10 y MeOH. La 

purificación fue monitoreada por HPLC bajo las condiciones mencionadas en 

3.2.5.1. 

3.2.5.3 Evaluación de la Pureza Cromatogràfica: 

La evaluación de la pureza cromatogràfica se realizó mediante las técnicas 

CCF y HPLC, como se describe en 3.2.4.4. Paralelamente se realizaron las 

co-cromatografías en ambas técnicas. 



3.2.5.4 Determinación de la estructura de los compuestos 3 y 4 

purificados a partir de la fracciones antiTB F3 90:10 y F4 MeOH: 

Se hizo uso de los distintos tipos de espectros obtenidos como se explica a 

continuación. 

3.2.5.4.1 Espectros UV-Vis: 

Se realizaron en el Espectrof otó metro Beckman DU 7500 con arreglo de 

Diodos. A partir de 2 mg de cada compuesto que se disolvieron en MeOH se 

realizaron los barridos espectrales de 200 a 800 nm previa sustracción del 

blanco (MeOH). 

3.2.5.3.2 Espectro IR: 

Se tomaron los espectros de fondo de 4000 y 650 cm"1 con número de 

barridos de 8 Posteriormente se hizo la película con 2 mg del compuesto 4 

sobre el cristal del ATR y se obtuvo su espectro con el mismo número de 

barridos. 

3.2.5.3.3 Espectros de Masas: 

Los espectros de Masas fueron obtenidos en el Espectrómetro de Masas 

Integrity acoplado al Cromatógrafo Waters utilizando las condiciones 

descritas en 3.2 4.4. 



Cinco mg de los compuestos previamente llevados a sequedad total en la 

pistola de desecación se disolvieron en cloroformo-d (100% D), se filtraron y 

desgasificaron por burbujeo con Argón y ultrasonicación. Estas soluciones se 

colocaron en una sonda de detección directa para RMN de 5 mm de 

diámetro y se llevaron a cabo los siguientes espectros: 1H RMN, 13C RMN, 

DEPT-135, HMBC, HMQC y COSY. 

Para los experimentos de 1H RMN de intercambio con deuterio se añadieron 

como máximo 50 de D2O. 

3.2 5.3.5 Poder Rotatorio: 

Se prepararon soluciones en cloroformo de los compuestos 3 y 4 a 

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

El blanco y las soluciones de los compuestos se colocaron en una celda y se 

observó que el camino estuviera libre de burbujas, para inmediatamente 

después registrar la rotación óptica a 559 nm (línea del sodio). 



3.2.6 Determinación de las MICs del compuesto(s) puro(s) para las 

cepas H37Rv y CIBINOJMF15:99 de M. tuberculosis: 

Se siguió el procedimiento descrito en 3.2.4.6. Los dos compuestos fueron 

evaluados por duplicado; se reveló con la mezcla Alamar Azul+Tween 80 

solamente una de las hileras. 

3.2.7 Determinación de la actividad bactericida o bacteriostática de los 

compuestos 3 y 4 aislados de L. frutescens: 

Se tomaron 5 |iL de los micropozos que correspondían a la MIC, 2X y 4X la 

MIC del compuesto 3 y 4 incluidos en la hilera que no fue revelada con el 

indicador redox, los cuales fueron dispensados en micropozos que contenían 

195 [jL de medio de cultivo enriquecido. Las resiembras se realizaron por 

triplicado. El mismo procedimiento se siguió con los micropozos que 

contenían rifampicina y ofloxacina, asi como controles de crecimiento. De 

igual manera se incluyó el control de esterilidad del medio de cultivo. Las 

microplacas fueron introducidas en balsas de plástico e incubadas a 37°C en 

atmósfera con 5% de CO2. Se realizó la revisión al microscopio diariamente 

de los micropozos del control de crecimiento y los medicamentos antiTB, así 

como de los compuestos 3 y 4, hasta el día en que el crecimiento fue 

evidente en los controles y entonces uno de los micropozos control de 

crecimiento fue revelado con el indicador redox, siguiendo el procedimiento 

descrito en 3.2.3.5. 



3.2.8 Evaluación de la toxicidad de los compuestos 3 y 4 mediante el 

bioensayo de letalidad en larvas de A. salina en microplaca: 

Para realizar esta evaluación se siguieron los procedimientos descritos por 

Süíis PN y cois., 1993 y Logarto-Parra A y cois., 2001 con algunas 

modificaciones. 

En una cuba para CCF se agregaron 100 mg de huevecillos de A. salina por 

cada 100 mL de agua de mar preparada con 40 g de sales para agua de mar 

Instant Ocean y 6 mg/L de levadura seca. Los huevecillos fueron incubados a 

25°C por 36 horas. Posteriormente a esta incubación las larvas fueron 

colectadas con una pipeta Pasteur con ayuda de una lámpara de luz blanca 

que sirvió para guiar las larvas viables, separándolas de los restos de 

huevecillos y huevecillos sin eclosionar. Estas larvas se colocaron en placas 

de Petri que contenía agua de mar suplementada 

Se pesaron 1.70 mg del compuesto 3 y 2.10 mg del compuesto 4 los cuales 

fueron disueltos en DMSO para obtener una concentración de 8 mg/mL. 

Como control positivo se usó dicromato de potasio el cual se preparó a la 

misma concentración. Se trabajó en 2 microplacas de poliestireno de 96 

pozos con tapa de baja evaporación y estériles, en las cuales fueron 

dispensados 200 ^L de agua de mar suplementada en los pozos de la 

periferia para minimizar la evaporación. Las microplacas se manejaron 



entonces con 10 hileras y 6 filas cada una. Cien ^L de agua de mar 

suplementada fueron agregados al resto de los micropozos. En la primera fila 

de todas las columnas de la microplaca No. 1 se añadieron 95 [iL más de 

agua de mar suplementada. En esta misma fila se añadieran 5 JIL de los dos 

compuestos a evaluar por triplicado asi como del control positivo; la fila 10 

sirvió como control del disolvente (5 ¿iL DMSO). Se realizaron diluciones a 

través de las 6 hileras disponibles de la microplaca No. 1 y se continuó 

diluyendo en la segunda microplaca. El rango de concentración final para los 

compuestos y el control positivo fue de 100.00 a 0.79 ^g/mL y para el DMSO 

de 2.5Ü a 0.02 % v/v. En los micropozos disponibles de la segunda 

microplaca se incluyeron controles negativos por triplicado (solo agua de 

mar). En cada uno de los micropozos se agregan 10 larvas en 100 pL de 

agua de mar suplementada. Las microplacas tapadas se incubaron 24 horas 

a 25°C. Posteriormente las microplacas fueron revisadas bajo el 

Estereoscopio (X12.5) y fue contado el número de larvas muertas en cada 

uno de los micropozos. Para confirmar el número de larvas expuestas a cada 

concentración del tóxico se agregaron 100 \xl de MeOH los cuales se 

dejaron actuar por 15 min, para posteriormente realizar el conteo del número 

de larvas totales por micropozo. El análisis estadístico para determinar la 

CL«c fue realizado usando el PROBIT incluido en el programa SPSS 10.0 (All 

rights reserved. SPSS Inc. Headquarters, 233 S. Wacker Drive, 11th floor 

Chicago, Illinois 60606). 



CAPÍTULO 4 

RESULTADOS 

4.1 Plantas regionales seleccionadas para su evaluación antiTB 

Las plantas seleccionadas, colectadas, clasificadas y registradas en el 

herbario de la Facultad de Ciencias Biológicas están incluidas en la Tabla 4. 

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

Plants (Famil ia) Nombre vulgar 
Uso Popular/ 

Referencia 

N ú m e r o d e 
Lugar úe 

, , v o u c h e r 
colecta U A N 

Ceanothus coeruleus 
Lag. 

( R h a m n a c c a c ) 

Conchinchi l la Fiebre, dolor de 
garganta 

A C h 024099 

Clematis drummondii T 
& G. ( R a n u n c j l a c e a e ) 

Barbas de 
Ch ivo C o n g e s t ó n Nasal G N L 024164 

Colubnna graggii Wa ts . 
(Rhamar iceae) 

Guajo lo te 
ElSohly HN 

y cois., 1999 
SNL • 2 4 1 6 9 

Cordis boissien A DC, 
(Borrag inaceae) 

Anacahu i ta TB y Tos M N L 024167 

Chrysactinia mextcana 
Gray 

(Compos i tae) 

Hierba de San 
Nicolás 

I r fecc iones 
respiratorias y Cantre l l 

CL y cois., 1998 
A C h 024102 

Cyperus alternifolius L. 
(Cyperaceae) 

papi ro Inespecl f lca SNL 024101 

Eupatorium 
cardiophyium Rab. 

(Compos i tae) 
No encont rado 

Cantrel l C L y c o l s , 
1998 

S N L Q24Q94 



Eupatorium odoratum L. 
(Compos i tae) 

Crucita 
Congest ión de pecho, 

en fe rmedades 
pu lmonares 

SNL 024100 

Heliotropium 
angiospermum Murr 

(Bor raq inaceae) 

Cola de 
escorpión 

Enfermedades 
pu lmonares, faringit is 

GNL 024172 

Leucophyllum 
frute scens [Beri.) 

I.M Johnst . Cenizo TB, bronquit is MNL 024165 

(Escrophular iaceae) 

Poriiena angustifoha 
(Z igophy laceae) 

Guayacán TB, Tos, C a l o l r l o s A N L • 2 4 1 7 3 

Phylü nodifiora (L ) 
Greene (Verbenaceae) Cola de Cabal lo Febre , Calor f r los SNL 024168 

Rivinia humilis L 
(P l iy tn lacaceae) 

Corali l lo Inespecl f ica SNL 024170 

Salvia chía Fernalc 
(Labiatae) 

No encontrado 
Ulubelen A y 

cois., 1997 
SNL 024103 

Salvia coccinea Murr 
(Labiatae) 

Mirto 
Ulubelen A y cois., 

1997 
SNL 024096 

Salvin reflex a H o r r e m 
(Labiatae) 

Hierba del 
pajarito 

Ulubelen A y cois., 
1997 

SNL 024095 

Sambucas mexicana 
Presi. Saúco 

Congest ión de Pecho, 
Tos, Frío, Fiebre, Dolor SNL 024171 

(Capnpho l iaceae) de qarqanta 

Sc/iínivs molle L. 
(Anacard iacea e) 

Pirul 
TB, bronquit is, 

ca loró las , f iebre, 
espeetnrante a s m a 

ACh 0 2 4 1 6 6 

Scutellaria elíptica Muhl 
(Labiatae) 

No encont rado 
Tos, expectorante, 

f iebre y calorfr los y SG 
Franzblau 1986 

ACh 024104 

Srnilax bona nox L 
(Smi lacaceae) 

Zarza oaml la 
Tos. f iebre, lepra, 

calorfr los y 
expectorante 

SNL 024Q98 

ACh: Ar teaga, Coa nui la, MNL: Mon teney Nuevo León, SNL: Sant iago Nuevo León, 
GNL. Garc 'a Nuevo León, ANL: Agualeguas, Nuevo León 



4.2.1 Extractos orgánicos: 

Los porcentajes de recuperación de los extractas orgánicas obtenidos de las 

plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 5. 

Tabla 5. Extractos orgánicos y porcentajes de recuperación obtenidos de las 
distintas partes de las plantas del Noreste de México. 

Planta Parte de la 
planta 

Solvente de 
Extracción 

% de 
recuperación 

H M 14.4 
Ceanothus coereleus Fl/Fr M 29 2 

R M 13.8 
Clematis drumondii H/T M 9.5 

H M 12.7 
Colubrina greggi Fl M 12.0 

R M 5.6 
H M 10.0 

Cordia boissiori Fl M 17.8 Cordia boissiori 
Fr M 5.0 
R M 2. S 

H Et E 6.5 H M 7.7 

C h rys actinia mexicana Fl Et E 2.3 C h rys actinia mexicana Fl 
M 6.5 

R Et E 7.7 R 
M 2.3 

Cyperus altemifolius H M 10.4 Cyperus altemifolius 
R M 9.0 

Eupatorium 
cardiophyíum 

H M 7.3 Eupatorium 
cardiophyíum FI M 5.7 
Eupatorium 

cardiophyíum 
R M 5.3 
H M 8.5 

Eupatorium odoratum FI M 16.4 
R M 3.6 

Heliotropium H M 8.0 
angiospermun F M 7.5 

H M 22 8 
Leucophyllum frutescens FI M 39 2 

R M 7.3 



Poriierie angustifolia H M 14.4 Poriierie angustifolia 
R M 12 

Phyla nodiflora H M 5.5 Phyla nodiflora 
R M 19.8 

Rivinia humilis 
H M 6.2 

Rivinia humilis Fl/Fr M 10.2 Rivinia humilis 
R M 18.4 

Salvia chia 
H M 6.5 

Salvia chia Fl/Fr M 7.7 Salvia chia 
R M 2.3 

Salvia coccínea H M 32.1 Salvia coccínea 
R M 8.0 

Salvia refíexa 
H M 9.8 

Salvia refíexa Fl M 13.4 Salvia refíexa 
R M 3.8 

Sambucus mexicana H M 11.1 Sambucus mexicana 
Fl/Fr M 24.5 

Schinus molle 

H M 15.5 

Schinus molle 
Fl M I 18.1 

Schinus molle C M 4.3 Schinus molle 
Fr H 6.7 

Schinus molle 

R M 13.2 

Scuiel/aría e/líptica 
H M 1.5 

Scuiel/aría e/líptica Fl/Fr M 11.0 Scuiel/aría e/líptica 
R M 2.4 

Smiiax bono nox H M 27.1 Smiiax bono nox 
R M 14.8 

C corteza, Fl: flor, Fr: fruto, H: hojas, R: raíz, T tallo, M: MeOH, H: nexano, 
EtE: éter etí l ico 



Los porcentajes de recuperación de los extractos acuosos obtenidos de las 

plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 6. 

Tabla 6. Extractos acuosos y porcentajes de recuperación obtenidos 
de las distintas parles de las plantas del Noreste. 

Planta Parte de 
la planta 

% de 
recuperación 

Cordia bossieñ 
Fl 8 8 

Cordia bossieñ 
Fr 2 4 

Leucophyllum frutesccns H 6.3 

Phyla nodiflora H 8 9 

Salvia coccínea H 5 4 

Salvia refíexa H 9.0 

Sch/nus mo//e 
C 2.8 

Sch/nus mo//e H 3 5 

Smilax Dona- Nox L H 4.9 



4.3 Tamizaje de la act iv idad ant iTB de ext ractos obten idos de plantas 

del Norte de México 

4.3.1 Interferencia del color p rop io del extracto sobre la apreciac ión del 

v iraje del Alamar Azul : 

La Figura 2 incluye las fotografías de los tubos de ensayo que contienen las 

soluciones de Alamar Azul (en estado oxidado y reducido) y las mezclas de 

Alamar Azul y extracto crudo de Schinus molle. 

a) b) c) d) e) 

Figura 2. Fotografías de los tubos de ensayo que contienen las soluciones de 
Alamar Azul y las mezclas de Alamar Azul y extracto crudo de S. molle. 
a) Alamar azul oxidado: color azul 
b) Alamar azul reducido: color rosa 
c) 500 ng/ml_ de extracto MeOH de S. molle 
d) 500 ngymL de extracto MeOH de S molle + Alamar azul oxidado 
e) 500 ng/mL de extracto MeOH de S. molle + Alamar azul reducido 

Los resultados mostraron que no existía interferencia por el color propio del 

extracto sobre los colores del indicador redox, tanto en su estado oxidado o 

azul como reducido o rosa. 



Los resultados obtenidos muestran que el DMSO posee efecto inhibitorio en 

ambas cepas. La inhibición del crecimiento micobacteriano se observó hasta 

el micropozo número 2 que corresponde a la concentración de 12.5% v/v de 

DMSO (Figura 3). 

a) M. tuberculosis H37Rv 

b) M. tuberculosis CmiHUJMfl 5:99 

% (v /v ) D M S O 

25.00 

12.50 

6.25 

3.13 w m m ^ 
1.57 

0.78 

; * 

Figura 3. Determinación del efecto inhibitorio del DMSO sobre la actividad 
metabòlica de las cepas (a) H37Rv y (b) CIBIN/ÜMF15 99 de M tuberculosis. 



4.3.3 Preparación de los inóculos micobacterianos: 

La obtención de cultivos secundarios de ambas micobacterias a partir de 

cultivos primarios jóvenes (en medio Lowenstein-Jensen), demostró que son 

alrededor de 18 a 21 días los requeridos para alcanzar la turbidez 

comparable al estándar 1 de McFarland necesario para realizar el bioensayo 

(Figura 4). 



1 , 2 

cias do ina toaón 

b) M. tuberculosis CIBIN/UMF15:99 

1.2 -

cias de incubación 

Figura 4 Curvas de crecimiento de las cepas de M. tuberculosis (a) H37 
(b) CIBIN/UMF15:99. DO: densidad óptica a 600 nm. 



4.3.4 Evaluación de la actividad antiTB de los extractos crudos: 

Los resultados de la actividad antiTB de los extractos orgánicos obtenidos de 

las plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 7. 

Tabla 7. MICs (pg/mL) de les extractos orgánicos obtenidos de plantas del 
Noreste de México sobre cepas de M. tuberculosis sensibles y MDR. 

Planta Parte de Extracto MICs (ng/mLi Planta la planta organico Mtb S M tb MDR 
H M >500 >500 

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

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

Colubrina greggi Fl M >500 >500 
R M >500 >500 
H M 500 500 

Cordia boissieri Fl M 500 500 Cordia boissieri 
Fr M >500 >500 
R M >500 >500 

H 
Et E 500 500 

H 
M >500 >500 

Chrysactinia moxicana Fl 
Et E >500 >500 

Chrysactinia moxicana Fl 
M >500 >500 

R 
Et E 62.50 62.50 

R M 500 500 

Cyperus aItemffolius 
H M 500 500 

Cyperus aItemffolius 
R M >500 >500 

Eupatorium 
cardiophylum 

H M >500 >500 
Eupatorium 

cardiophylum 
FI M >500 >500 

Eupatorium 
cardiophylum 

R M >500 >500 
H M 500 500 

Eupatorium odoratum FI M >500 >500 Eupatorium odoratum 
R M >500 >500 

Heliotropium H M >500 500 

angiospermun F M >500 500 

Leucophyllum 
frutescens 

H M 250 125 
Leucophyllum 

frutescens 
FI M >500 >500 Leucophyllum 

frutescens 
R M 62.50 62.50 

Porlieria angustifotia 
H M > 5 0 0 500 

Porlieria angustifotia 
R M > 500 500 



Phyla nodiflora H M >500 >500 Phyla nodiflora 
R M >500 >500 

Rivinia humilis 
H M >500 >500 

Rivinia humilis Fl/Fr M >500 >500 Rivinia humilis 
R M >500 >500 

Salvia chia 
H M 500 >500 

Salvia chia Fl/Fr M 500 >500 Salvia chia 
R M >500 >500 

Salvia cocanes H M >500 >500 Salvia cocanes 
R M >500 >500 

Salvia reflex a 
H M 500 500 

Salvia reflex a Fl M >500 >500 Salvia reflex a 
R M >500 >500 

Sambucus mexicana H M >500 500 Sambucus mexicana 
Fl/Fr M 500 500 

Schinus molle 

H M >500 >500 

Schinus molle 
Fl M 500 500 

Schinus molle C M 500 500 Schinus molle 
Fr H 125 250 

Schinus molle 

R M >500 >500 

Scutellaria eliiptica 
H M >500 >500 

Scutellaria eliiptica Fl/Fr M 500 500 Scutellaria eliiptica 
R M >500 >500 

Smiiax bona nox H M >500 >500 Smiiax bona nox 
R M >500 I >500 

H: Hojas, Fl: Flores, F r Fruto, T: Tallos, R: Raíz. M: MeOH; Et E: Eter etílico; H 
Hexano. M tb S cepa sensible a SIREP de M. tuberculosis H37Rv A T C C 27294, M 
tb MDR. cepa MDR (a SIKEP) de M. tuberculosis CIBIN/UMF15:99 



Los resultados de la actividad antiTB de los extractos acuosos obtenidos de 

las plantas seleccionadas se incluyen en la Tabla 8. 

Tabla 8. MlCs (ng/mL) de los extractos acuosos obtenidos de plantas del 
Noreste de México sobre cepas de M. tuberculosis sensibles y MDR. 

Planta Parte de la MIC (ufl/mL) Planta pianta Mtb S Mtb MDR 

Cordia boss ieri FI >500 >50G Cordia boss ieri 
Fr >500 >500 

Leucophyïïum frutescens H >500 >500 
Phyla nodifìura H >500 >500 

Salvia coccínea H >500 >500 
Salvia refìexa H >500 >500 

Schinus molle C >500 >500 
Schinus molle H >500 >500 

Smilax Bona- Nox L H >500 >500 

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

la Tabla 9. 

Tabla 9. Extractos activos. 

Planta Parte de la MIC (ug/mL) Planta planta Mtb S M tb MDR 
Chrysactinia mexicana R 62.50 62.50 

Leucophyllum frutescent L 250 125 Leucophyllum frutescent 
R 62 50 62.50 

Schinus molle Fr 125 250 

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

MIC > 500 ng/mL para ambas cepas de micobacterias. 



Las MICs para los extractos acuosos evaluados fueron > 500p.g/mL para 

ambas cepas 

4.4 Fraccionamiento Biodirigido 

4.4.1 ELL del extracto metanólico de raíz de L. frutescens: 

Por medio de la ELL con polaridad diferencial de los extractos metanólicos 

de hojas y raíz de L. frutescens se obtuvieron 6 fracciones. Las MICs para las 

cepas micobacterianas y los rendimientos en g obtenidos de estas fracciones 

están en la Tabla 10. 

Tabla 10. MICs (pg/mL) de las fracciones obtenidas por ELL del extracto 
metanólico de corteza de raíz y hojas de L. frutescens para las cepas 

de M. tuberculosis sensibles y MDR. 

Parte de Extracto/ MIC ( M-g/mL) Rendimiento 
la planta Fracción MtbS Mtb MDR (g) 

Metanólico crudo 250 125 45.60 

Hoja 
Hexámca 500 250 3.70 

Hoja 
AcOEt 500 125 9.51 

Butaról ico >500 500 27.74 
Metanólico crudo 62.50 62.50 15.80 

Corteza de Hexánica 31.25 31.25 5.70 
Raíz AcOEt 250 125 7.30 

Butanólica >500 500 1.80 



Los resultados de la identificación de los grupos funcionales presentes en las 

fracciones antiTB están incluidas en la Tabla 11. 

rabia 11. Identificación de grupos funcionales en fracciones antiTB 
de L. frvtescens. 

Hoja Corteza de Raíz 
Grupos Funcionales Fracción Fracción Fracción Fracción 

Hexánica AcOEt Hexánica AcOEt 
Insatu raciones 

Br2 /CCI4 + + + + 
KMnO< + + + + 

Grupo Carbonilo 
2-4, DNFH + + + 

Oxhidrilos fenólicos 
FeCla - + + 

Esteroides y Triterpenos 
Prueba de Liebermann- i i + i 

Buchard 
T T + + 

Prueba de Salkowski + + + + 
Carbohidratos 

Prueba de Molish + 1 + 

Grupo Furane 
Prueba de Erlich - - -

Coumarinas 
- - -

Scsquiterpenlactonas 
Prueba de Baljet + + + + 

Quinonas 
Prueba de Borntráqer - - r -

Flavonoides 
Prueba del H 2 S 0 4 + : f avonas +; f lavonas +, f lavonas +; f l avonas 

Prueba de Shinoda - - - -

Alca oides 
Prueba de Dragendorf f 

modi f icada por Munier y + + + 
Machaelobuf 



4.4.2 VLC de la fracción hexánica del extracto metanólico de raíz de L 

frutescens: 

4.4.2.1 Actividad antiTB: 

Luego de la VLC del extracto metanólico de raíz de L frutescens se 

obtuvieron 9 fracciones ero mato gráficas; las MICs de estas fracciones para 

las cepas micobacterianas y los rendimientos en g obtenidos están en la 

Tabla 12. 

Tabla 12. MICs (ng/mL) y rendimientos.de las fracciones obtenidas 
por VLC de la fracción hexánica de L frutescens para las cepas 

de M. tuberculosis sensibles y MDR 

F r a c c i ó n 
M I C ( j g ' m L ) 

R e n d i m i e n t o 

(g) 

F r a c c i ó n 
Ai íb S M tb MDR 

R e n d i m i e n t o 

(g) fracción hexánica 31.25 31.25 

R e n d i m i e n t o 

(g) 

VLC 20:1 (hexano:AcCEt) 15.63 15.63 2.40 
VLC 15:1 62.50 62.50 0.40 
VLC 10:1 62 50 125 00 0.20 
VLC 5:1 
VLC 3:1 

125.00 
62.50 

125.00 0.20 VLC 5:1 
VLC 3:1 

125.00 
62.50 125.00 0.07 

VLC 2:1 62.50 250.00 0.50 
VLC 1:1 250.00 250.00 0.10 
AcOEt 125.00 250.00 0.10 
MeOH 250.00 250.00 0.40 

4.4.2.2 Perfiles cromatográficos de la fracción VLC 20:1: 

Por CCF los mejores resultados de resolución se obtuvieron usando como 

Fase Móvil DCM con 3% de acetona, se evidenció la presencia de al menos 

4 compuestos al observarse bajo luz fluorescente y tras revelado con 

vapores de yodo. 



A continuación se observa el cromatograma de la fracción más activa, VLC 

20:1 obtenido por HPLC (Figura 5). 

Figura 5. Cromatograma de la fracción VLC 20:1 obtenido con columna 
Cromolith Perfamance Merck RP 5 jim, 18E 100-4.6 mm como Fase 
Estacionaria y MeOH:agua 70:30 como Fase Móvil, con las condiciones 
descritas en 3.2.4.4. 

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

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

3.2,4.4 se incluyen en la Figuras 6, 7 y 8. 
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Figura 6. Cromatograma de la fracción VLC 20:1 obtenido con Columna 
Polarity dC18 3 pm 2.1 X 50 cm como Fase Estacionaria y ácido fórmico 
0.1% en agua y ácido fórmico 0.1% en ACN como Fase Móvil, con las 
condiciones descritas en 3.2.4.4 y detector a) DAD y b) EM. 



a) DAD, \ = 209.5 nm 
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b) TIC, Detector EM 

Figura 7 Cromatograma de la Fracción VLC 15:1 obtenido con Columna 
Polarity dC18 3 pm 2.1 X 50 cm como Fase Estacionaria y ácido fórmico 
0.1% en agua y ácido fórmico 0.1% en ACN como Fase Móvil, con las 
condiciones descritas en 3.2.4.4 y detector a) DAD y b) EM. 



a) DAD X= 282.3 nm 

b) TIC, Detector EM 

osso-

0JC5-

! CJBO-

CLB15-

DJMD-

0® 

Figura 8. Cromatograma de la Fracción VLC 10:1 obtenido con Columna 
Polarity dC18 3 pm 2.1 X 50 cm como Fase Estacionaria y ácido fórmico 
0.1% en agua y ácido fórmico 0.1% en ACN como Fase Móvil, con las 
condiciones descritas en 3.2.4.4 y detector a) DAD y b) EM. 



4.4.3 Cromatografía en Columna a Baja Presión-FR de la fracción VLC 

20:1 de la fracción hexánica del extracto metanólico de raíz da L. 

frutescens: 

4.4.3.1 Actividad antiTB: 

Se obtuvieron 6 fracciones cromatográficas cuyas MICs para las cepas 

micobacterianas y rendimientos están en la Tabla 13. 

Tabla 13. MICs (^g/mL) y rendimientos de las fracciones obtenidas por 
Cromatografía en Columna a Baja Presión-FR de la Fracción VLC 20:1 

de L. frutescens para las cepas de M. tuberculosis sensibles y MDR. 

Fracción MIC (ug/mL) Rendimiento 
(mg) 

Fracción 
MtbS Mtb MDR 

Rendimiento 
(mg) 

VLC 20:1 12.50 12.50 

Rendimiento 
(mg) 

Fracción 1, 70:30 (MeOH:agua) 50.00 50.00 3.50 
F 2, 80:20 50.00 50.00 2.16 
F 3, 90.10 25.00 12.50 102.10 

F 4, 100 MeOH 12.50 12.50 418.90 
F 5, 50:50 (MeOH:acetona) >100 .00 >100.00 266.90 

F S, 100 acetona >100.00 >100.00 48.90 

4.4.3.2 Perfiles cromatográficos de las fracciones 3 y 4: 

La CCF usando como sistema de elución DCM con 3% de acetona indicó la 

presencia de un solo compuesto en cada fracción y con idéntico Rf de 0.73. 

Los cromatogramas obtenidos por MPLC de las fracciones 3 y 4 se 

observan en las Figuras 9 y 10 y fueron obtenidos con las condiciones 

descritas en 3.2.4.4. 
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Figura 9. Cromatograma de la F3, 90:10 obtenido usando como Fase 
Estacionaria: Columna Cromolith Perfomance Merck RP 5 pm, 18E 100-4.6 
mm y como Fase Móvil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones descritas en 
3.2.4.4. 
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Figura 10. Cromatograma de la F4,100 MeOH obtenido usando como Fase 
Estacionaria: Columna Cromolith Perfomance Merck RP 5 pm, 18E 100-4.6 
mm y como Fase Móvil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones descritas en 
3,2.4.4. 



4.5 Purificación y determinación de la estructura da los compuestos 

antiTB 

4.5.1 Purificación de los compuestos antiTB: 

4.5.1.1 A partir de F3, 90:10: 

Mediante la segunda Cromatografía en Columna a Baja Presión-FR se logró 

purificar en el sistema 90:10, el compuesto mayoritario presente en F3, 

90:10. Se colectaron 120 fracciones. Los cromatogramas de ios tubos 62, 65, 

70 y 73 mostraron la presencia de un solo pico en los tubos dentro de este 

rango (Figuras 11 y 12). A este compuesto se le llamó como compuesto 3 

por originarse de la F3, 90:10. 
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Figura 11. Cromatograma y Espectro UV-Vis del compuesto 3 (contenido en 
el tubo 70) obtenidos usando como Fase Estacionaria una columna 
Symmetry C18 5^m, 3.9 X 150 mm No. Serie WAT 046980 y como Fase 
Móvil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones descritas en 3.2.5.1. 
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Figura 12. Cromatograma y Espectro UV-Vis del compues to 3 (contenido en 
el tubo 73) obtenidos usando como Fase Estacionaria una columna 
Symmetry C18 5pm, 3 9 X 150 mm No. Serie WAT 04B980 y como Fase 
Móvil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones descritas en 3.2.5.1. 



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

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

resultados mostraron que el compuesto puro se concentra únicamente en la 

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

llamó como compuesto 4. 
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Figura 13. Cromatograma y Espectro UV-Vis del compuesto 4 usando como 
Fase Estacionaria una columna Symmetry C18 5jim, 3.9 X 150 mm No. Serie 
WAT 046980 y como Fase Móvil: MeOH:agua 70:30, con las condiciones 
descritas en 3.2.5.1. 
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4.5.1.3 Pureza Cromatogràfica: 

El resultado de la co-cromatografía de la mezcla de los compuestos 3 y 4 en 

CCF (DCM al 3% de acetona) observada bajo la luz UV y vapores de yodo 

indicó la presencia de solo una mancha al mismo con un valor de Rf de 0.73. 

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

compuestos 3 y 4 se incluyen en la Figura 14. 



240.00 260.00 280.00 30000 
nm 

32000 340 00 

Figura 14. Cromatograma y Espectros UV-Vis de la mezcla de los 
compues tos 3 y 4. (Se utilizò el mismo sistema cromatogràfico que en 
3.2.5.1). 



De 6 especímenes ele L. frutescens de aproximadamente 1.5 m de aitura se 

obtuvieron 200 g de corteza de raíz molida. En la Tabla 14 se incluyen los 

rendimientos (% p/p) en cada paso del Fraccionamiento Blodirigido del 

extracta metanólico de corteza de raíz de L. frutescens para cada uno de sus 

fracciones y compuestos con actividad antiTB. 

Tabla 14. Rendimiento (% p/p). 

Corteza de raíz de L frutescens % p/p 

extracto metanólico crudo 7.9Û0 

fracción ELL hexánica 3.002 

fracción VLC 20:1 1.368 

F3, 90:10, Cromatografía en 

Columna a Baja Presión 
0.151 

F4, 100 MeOH, Cromatografía 

en Columna a Baja Presión 

compuesto 3 

0 618 

0.019 

compuesto 4 0,181 



4,5.2 Determinación de la Estructura de los compuestos antiTB: 

4.5.2.1 Espectroscopia UV-Vis: 

Las Figuras 15 y 16 muestran los espectros UV-Vis de los compuestos 3 y 4 

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



Figura 16. Espectro UV-Vis del compuesto 4 aislado de raíz de L. 
frutescens. 



La Figura 17 muestra el espectro IR del compues to 4, 

Figura 17. Espectro IR del compuesto 4 aislado de raíz de L. frutescens. 



Las Figuras 18 y 19 corresponden a los espectros de Masas obtenidos de los 

c o m p u e s t o s 3 y 4. El peso molecular resultante para ambos compuestos fue 

de 286 g/mol y la fórmula molecular C20H30O. 
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Figura 18. Espectro de Masas del compues to 3 aislado de raíz de L. 
frvíescens. 
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Figura 19. Espectro de Masas del compues to 4 aislado de raíz de L. 
frutescens. 



4.5.2.4 Espectroscopia RMN: 

RMN: Las Figuras 20 y 21 corresponden a los Espectros de 1H RMN de 

los compuestos 3 y 4. 



Figura 20. a) Espectro de 1H RMN del c o m p u e s t o 3 aislado de raíz de L. 
frvtescens, b) Ampliación de la zona del Espectro 1H RMN del compues to 3 
entre 0.5 y 3.5 ppm. 
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Figura 21. a) Espectro de 1H RMN del compues to 4 aislado de raíz de L 
frutescens, b) Ampliación de la zona del Espectro 1H RMN del compuesto 4 
entre 0.5 y 3.5 ppm. 



13C RMN: Las Figuras 22 y 23 corresponden a los Espectros de 13C RMN de 

los c o m p u e s t o s 3 y 4. 
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Figura 22. Espectro de 13C RMN del c o m p u e s t o 3 aislado de raíz de L. 
frutescens. 
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Figura 23. Espectro de 13C RMN del compues to 4 aislado de raíz de 
frutescens 



La Figura 24 corresponde a los DEPT-135 de los compuestos 3 (a) y 4 (b). 
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Figura 24. DEPT-135 de los compuestos a) 3 y b) 4 aislados de raíz de L. 
frute scens. 



Figura 25. HMQC del compuesto 3 aislado de raíz de L. frvtescens. 



Figura 26 HMQC del compues to 4 aislado de raíz de L frutescens 
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Figura 27. HMBC del compuesto 3 aislado de raíz de L. frutescens. 
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Figura 28. HMBC del compues to 4 aislado de raíz de L. frutescens. 
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Figura 29. COSY del compues to 3 aislado de raíz de L. frutescens. 
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Figura 30. COSY del compues to 4 aislado de raíz de L. frvtescens. 



[<X]D = O/ I C, 

Donde: = ct= rotación específica experimental 

1= es longitud de la celda (dm) 

C= concentración g/100 mL 

Los valores de a para los compuestos 3 y 4 aislados de L. frutescens fueron 

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

compuestos fueron: 

compuesto 3: [a]D= (-) 0.28 

compuesto 4: [ c t ] D = (-) 0.32 



Las MICs para cada compuesto se presentan en la Tabla 15. La Tabla 16 

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

Tabla 15. MICs y rendimientos de las compuestos antiTB aislados 
de raíz de L. frutescens para las cepas de M. tuberculosis 

sensibles y MDR. 

. * . MIC (L L. frutescens M tu S 
ig'mL) 

M tb MDR 
Rendimiento 

(mg) 
compuesto 3 12.50 12.50 25.00 
compuesto 4 | 12.50 , 6.25 216 00 

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

AntiTB MIC íng/mL) AntiTB 
M t b S MtbNIDR ' 

estreptomicina 0.50 > 100.00 
isoniazida 0.06 3.13 
rifampicina OOS 100.00 
etambutol 2.00 8.00 

La Figura 31 es la fotografía de MABA para los compues tos 3 y 4 aislados 

de L. frutescens. 



Compuesto 3: 
M. tuberculosis M. tuberculosis 
CIBIN/UMF15:99 H37Rv 

Compuesto 4: 
M. tuberculosis M. tuberculosis 
CIBIN/UMF15:99 H37Rv 
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Figura 31. Fotografía del MABA para los compues tos 3 y 4 La columna de 
números a la derecha corresponde a la concentración de los compuestos 
(pgI mL). Las lineas horizontales corresponden a la MIC. CC: Controles de 
Crecimiento; R: rifampicina; O: ofloxacina; 3: compuesto 3 y 4: compuesto 4. 



Los dos compuestos resultaron bactericidas (permanencia del color azul del 

indicador) a las Concentraciones consideradas como Mínimas Inhibitorias 

para ambas cepas micobacterianas (Ver Figura 32): 
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Compues to 3: 
M. tuberculosis 
CIBIN/UMF15:99 

Compues to 4: 
M. tuberculosis 
CIBIN/UMF15.99 
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Figura 32 Fotografía del MABA en el cual se caracterizó a los compues tos 
3 y 4 aislados de L. frutescens como bactericidas. La columna de números a 
la derecha corresponde a la concentración de los compuestos (pg/ mL). CC: 
Controles de Crecimiento; R: rifampicina; O: ofloxacina; 3: compuesto 3 y 4: 
compuesto 4. 

CC RIO 4 4 4 

k/M 

M. tuberculosis 
H37Rv 

25.00 

12.50 



Las C L 5 0 de los compuestos antiTB aislados de la raíz de L frvtescens, así 

como el control positivo y los intervalos de confianza (IC) se incluyen en la 

Tabla 17. 

Tabla 17. Las CL50 de los compuestos antiTB aislados 
de la raíz de L. frutescens para larvas de A. salina. 

CLM 
(ng /mL) 

IC (95%) 

compuesto 3 9 .87 6.18-15.18 
compuesto 4 8 7 2 7.20-10 50 
di cromato de 

potasio 
15.60 11.02-22.60 



CAPÍTULO 5 

DISCUSIÓN 

La mayoría de las plantas evaluadas en este estudio fueron seleccionadas 

en base a criterios etnofarmacológicos; sin embargo algunas de ellas fueron 

recolectadas por consideración a reportes previos de actividad antiTB de 

otras especies como el caso de las especies de Salvia (Ulubelen A y cois., 

1997) o actividad antimicobacteriana para el caso de la especie regional de 

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

Se usó MeOH como sistema extractante en general ya que con éste 

asegurábamos arrastrar principios activos polares y medianamente polares, 

al igual que los rastreos de actividad antiTB y antimicobacteriana reportados 

por Asres K y cois., 2001; Newton SM y cois., 2002 y Jimenez-Arellanes y 

cois., 2003. Sin embargo, para el caso del fruto de S. molle se realizó la 

extracción con hexano en lugar de MeOH porque se obtuvo un molido muy 

aceitoso. En el caso de ios molidos de hojas y raíz de C mexicana se 

realizaron extracciones de sus aceites esenciales con éter etílico 



previamente a la extracción metanólica, pues al realizar el molido fue 

evidente el gran contenido de aceites los cuales el MeOH no extraería 

eficientemente, 

Aunque originalmente se propuso obtener extractos acuosos de tedas las 

plantas seleccionadas por criterios etnofarmacológicos no se prosiguió con 

ésto, ya que los primeros resultados mostraron que ninguno de los extractos 

evaluados fue activo. Las posibles razones pueden ser 1) nuestra estrategia 

de obtención del extracto acuosa a partir del residuo metanólico y no 

directamente del material vegetal molido; 2) debido a que al igual que los 

productos naturales con actividad antiTB reportados por otros grupos de 

investigación, éstos son de naturaleza no polar a medianamente polar. 

Nuestros resultados concuerdan con Lall N y JJ Meyer quienes en 1999, 

reportaron que de 20 extractos acuosos obtenidos de plantas sudafricanas 

sólo uno de ellos, el obtenido de la raíz de Euclea natalensis presentó 

actividad antiTB a 500 ng/mL y con los resultados publicados por Jimenez-

Arellanes y cois., quienes en el 2003 reportaron que ninguno de los 22 

extractos acuosos obtenidos de plantas mexicanas mostraron actividad 

antiTB a una concentración de 200 ng/mL. Asi también, en la reunión del 

PIBATUB-CYTED celebrada en marzo del 2004, fue considerado que para la 

obtención de principios con actividad antiTB a partir de productos naturales el 



uso del agua como extractante no es recomendable (comunicación personal, 

Dra. Noemí Waksman). 

La evaluación de la actividad antimicobacteriana y antiTB de productos 

naturales ha sido realizada utilizando diversos métodos Entre los citados 

están el método de las proporciones (Grange JM y NJC Snell, 1996; Lall N y 

JJ Meyer, 1999; Asres K y cois., 2001), difusión en disco (McCutcheon y 

cois., 1992; Kobaisy M y cois , 1997; Luesch H y cois., 2001; Osterhage C y 

cois., 2002), incorporación de [H3]-uracilo (Ingólfsdóttir K y cois., 1998) y el 

sistema Bactec 460 (Caldwell y cois., 2000; Cantrell y cois., 1998; Cantrell y 

cois., 1999). Estos métodos tienen algunas limitaciones tales como alto 

costo, t iempos prolongados para obtener resultados (lo que incrementa la 

probabilidad de la descomposición de la sustancia prueba), uso de 

radioisótopos y necesidad de grandes cantidades de extractos, fracciones o 

compuestos puros para su evaluación. La implementación de métodos de 

microdllución permite realizar con rapidez el tamizaje de posibles nuevos 

agentes antiTB (Ulubelen A y cois., 1997; ElSohly HN y cois., 1999; Topcu G 

y cois., 1999; Houghton PJ y cois., 1999). En nuestro caso usamos el método 

de microdllución, que utiliza como indicador de viabilidad celular el indicador 

redox Alamar Azul (descrito en 1.4.3.1) que representa una excelente 

alternativa para determinar la actividad antiTB de extractos crudos, 

fracciones o compuestos puros aislados de productos naturales (Pietro y 



cois., 2000; Jimenez-Arellanes y co is , 2003; Woldemichael GM y cois., 2004; 

Gu JQ y cois., 2004 b). 

Al iniciar este trabajo en el año 2000 no existían reportes del uso del MABA 

para la evaluación antiTB de extractos crudos, fracciones o compuestos 

puros aislados de productos naturales; ni tampoco había evidencia de su uso 

para evaluar compuestos sintéticos como posibles agentes antiTB. El MABA 

solo se empleaba en la Mícobacteriología Clínica para determinar MIC de los 

medicamentos antiTB sobre los aislados clínicos de M. tuberculosis con el 

uso de un fluorómetro para microplacas (Collins LA y SG Franzblau 1997, 

Franzblau y cois , 1998). En nuestro laboratorio no contábamos con un 

fluorómetro, por lo que el viraje del indicador de viabilidad del azul al rosa por 

apreciación visual y no la emisión de fluorescencia fue la característica 

utilizada para determinar la MIC. La evaluación de la posible interferencia del 

color mismo del extracto y los distintos estados redox del indicador demostró 

que no existía interferencia de los colores (Figura 2). Así, fue posible la 

determinación de MIC mediante la apreciación visual de la permanencia del 

color azul en el micropozo confirmada por revisión al microscopio del 

crecimiento micobacteriano. 

En este estudio se incluyeron la cepa H37Rv y el aislado clínico CIBIN/UMF 

15:99 de M. tuberculosis. La primera cepa es la cepa estándar (sensible a 

todos los antiTB de primera línea) y la segunda CIBIN/UMF15:99, es 



resistente a todos ellos Esta última micobacteria MDR es una de las 55 

cepas de M. tuberculosis aisladas y caracterizadas de pacientes con TBP 

adscritos a la UMF del IMSS No. 15 (Said-Fernández S y co is , 2001). El uso 

de la cepa MDR de M. tuberculosis podría conducirnos a identificar extractos 

de plantas candidatos para realizar su fraccionamiento biodirigido hasta 

lograr el aislamiento y caracterización de compuestos de estructura 

novedosa, los cuales podrían controlar la TB-MDR. 

Con la premisa de que el D M 5 0 es un disolvente universal pero sabiendo 

además que este compuesto permeabiliza la membrana celular, se determinó 

su efecto tóxico sobre las dos cepas de micobacterias utilizadas en el 

presente trabajo. El DMSO demostró efecto inhibitorio sobre ambas cepas a 

una concentración de 12.50 % (v/v). Consecuentemente, los extractos 

orgánicos se prepararon al 20% de DMSO para que por la misma técnica del 

MABA (dilución 1:4) la concentración de DMSO en el micropozo número 1 

fuera del 5%, de esta manera asegurábamos estar trabajando a 

concentraciones subtóxicas del disolvente. 

Existen distintos criterios de los puntos de corte sobre la MIC para considerar 

un extracto crudo activo y buen candidato para proseguir con su 

fraccionamiento biodirigido. Por ejemplo para Lall N y JJ Meyer en 1999 fue 

500 (jg/mL; para Asres K y cois., en el 2001 fue 100 ^g/mL; para Newton SM 



y cois., en el 2002 fue 62,5 ^ig/mL; para Jímenez-Arellanes y cois., en el 2003 

fue 200 ng/mL y recientemente para Tosun F y cois., 2004 fue 50 |ig/mL. 

Nosotros decidimos considerar como activos únicamente a aquellos extractas 

con una MIC de < 250 pg/mL. Los resultados obtenidos en el presente 

trabajo nos permitieron identificar tres especies activas: C. mexicana, L. 

frutcscens y S. moile, las cuales poseen actividad antiTB contra ambas 

cepas de M. tuberculosis, con MICs entre 62.50 y 250 pg/mL (Tabla 9). Es 

interesante considerar que estas tres especies fueron elegidas por criterios 

etnofarmacológicos; además cabe resaltar que L. frutescens y S, molle han 

sido referidas específicamente para el tratamiento de la TB. (Tabla 4). Así, la 

selección de plantas por criterios etnofarmacológicos incrementa fuertemente 

la probabilidad de identificar especies con principios antiTB. Estas tres 

plantas regionales son excelentes candidatas para el aislamiento de los 

nuevos compuestos antiTB 

A continuación se refieren los datos reportados para las tres especies que 

resultaron activas en el presente trabajo. Los extractos medianamente 

polares de la parte aérea de C. mexicana fueron previamente reportados con 

actividad anti-M. tuberculosis por Cantrell CL y cois., en 1998, por medio de 

estudios fitoquímicos se logró el aislamiento y la caracterización de 



monoterpenos, sin embargo no se reportó evaluación de actividad biológica 

(Delgado G y MY Rios, 1991). 

Rimando AM y cois, en 1999, aislaron lignanos con actividad fitotóxica de L 

frutescens. Rojas S y cois en el 2003, aislaron de una especie muy 

relacionada, L ambiguum, l ignanos inhibidores de la calmodulina. Sin 

embargo, no existen reportes previos de actividad antiTB en extractos 

crudos, fracciones o compuestos puros aislados del género Leucophyllum. 

Dikshit A y cois, en 1986, reportaron actividad antrfúngica de los aceites 

esenciales contenidos en hojas de S. molle\ los aceites esenciales fueron 

caracterizados por CG y resultaron ser principalmente mirceno, limoneno y ß-

cariofileno. Gundidza M en 1993, reportó actividad de los aceites esenciales 

de hojas frescas de S. molle contra distintas especies bacterianas: Klebsiella 

pneumoniae, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas aenigmosa, Leuconostoc 

cremoris, Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Clostridium sporogenes, 

Acinetobacter calcoacetica, Escherichia coli, Beneckea natnegens, 

Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Bacillus subtilis y Brochothrix 

thermosphacata y contra hongos patógenos, Aspergillus ochraceus, A 

parasiticus, Fusarium culmorum y Altemaria altemata. Ruffa MJ y cois, en el 

2002, describieron el efecto citotóxico de extractos metanólicos de hojas y 

frutos de esta especie sobre carcinoma hepatocelular (Hep G2). Yueqin Z y 



cois, en el 2003, aislaron del fruto de S. molle dos triterpenoides y una 

bifiavona con actividad anti-inflamatoria. Hayashi T y cois, en 1986 aislaron 

de 5. terebinthifolius pentagalloylglucosa, un inhibidor de xantina oxidasa. 

Para elegir el extracto con el cual se continuaría el fraccionamiento 

biodirigidc se plantearon los siguientes criterios: 

• mayor actividad antiTB (menor MIC) 

• mayor porcentaje de recuperación 

• facilidad de obtener la planta regional 

Con el conocimiento de que las MICs de los extractos de corteza de raíz de 

L. frutescens y raiz de C. mexicana fueron 62.50 [ig/mL para ambas cepas y 

cuyos porcentajes de recuperación fueron de 7.9 y 7.7 %, respectivamente, 

se decidió continuar con el fraccionamiento biodirigido de los extractos de L. 

frutescens por tratarse de un arbusto abundante en nuestra región en 

comparación de C. mexicana que es una planta pequeña y escasa 

Asi pues el estudio se continuó con el fraccionamiento biodirigido de los 

extractos metanólicos de corteza de raiz y hojas de L. fmtescens, conocido 

como cenizo de Monterrey, la cual es una planta regional medicinal que 

pertenece a la familia Scrophulariaceae. Esta planta es un arbusto que 

alcanza más de un metro de altura, sus hojas son pequeñas, ovaladas y 



vellosas, de color blanquecino pardo (de ahí su nombre de cenizo) y sus 

flores son pequeñas de color lila. L frutescens crece silvestre en todo el 

Noreste de México, en algunas regiones del altiplano potosino y también en 

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

a) planta completa b) hojas 

c) flores 

Figura 33. Fotografías de la planta L frutescens. 

De manera general, el efecto inhibitorio sobre ambas cepas micobacterianas 

se concentró en las fracciones no polares y medianamente polares de hojas 

y corteza de raíz de L. frutescens, mientras que las polares (butanólicas) 

fueron las menos activas (Tabla 10). 



Las tres fracciones obtenidas por ELL del extracto de hojas presentaron 

MICs mayores que la del extracto crudo sobre la cepa sensible de M. 

tuberculosis, mientras que para la cepa MDR solo la fracción medianamente 

polar (AcOEt) es tan activa como el extracto original, con una MIC de 

125fLg/mL (Tabla 10). 

Por otro lado la fracción hexánica de raíz mostró ser dos veces más activa 

(MIC = 31.25 ng/mL) que el extracto original (MIC = 62.50 ^g/mL) sobre 

ambas cepas (Tabla 10). Por esta razón se decidió seguir con el 

fraccionamiento biodirigirio de la fracción hexánica. Se inició el 

fraccionamiento por VLC, técnica cromatográfica ampliamente reportada y 

utilizada para la separación de mezclas complejas de naturaleza no polar 

como terpenos e inclusive metabolitos con actividad antiTB (Cantrell CL y 

cois., 1996; Kobaisy M y cois., 1997; Ulubelen A y cois., 1997; Saludes JP y 

co is , 2002; Peng J y co is , 2003). Por VLC se obtuvieron 8 fracciones. La 

fracción con mayor actividad sobre ambas cepas de M. tuberculosis fue la 

eluida con la mezcla hexano:AcOEt 20:1 Esta nueva fracción resultó ser dos 

veces más activa que la original. La actividad antiTB en términos de MIC fue 

igual para ambas cepas: 15.63 ng/mL (Tabla 12). 



El perfil cromatografico obtenido por HPLC-DAD de la fracción más activa 

VLC 20:1 (Figura 5), indicó la presencia de 5 compuestos mayoritarios (> 5% 

área) con tR de 2.972, 3.B19, 9.697, 12.423 y 13.132 min. 

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

los vapores de yodo como por exposición a la luz UV. 

El análisis de la fracción VLC 20:1 por HPLC-EM (Figura 6) demostró la 

presencia de 2 señales: en el cromatograma a la m/z 175 apareció un pico a 

11.209 min, y solo se obtuvo un compuesto probable con un 19% de 

coincidencia, el 2,5-dimetil-8-(1-metiletil)-5 l6,7,8-tetrahidro-1-naftalenol con 

peso molecular de 218.1675065 g/mol, fórmula C15H22O y pico base de m/z 

175 (Figura 34) (Tirado-CastiIJo A, 2004). 

En la fracción VLC 20:1 no se detectaron lignarios, metabolitos secundarios 

que habían sido aislados, caracterizados y evaluados en esta especie y en 

una especie estrechamente relacionada (Rimando AM y cois., 1999; Rojas S 

y cois., 2ÜQ3) La presencia de los lignanos quedó demostrada en la fracción 

VLC 10:1, que incluye un pico con tR de 8.672 min (Figura 8) y cuyo EM 

obtenido a la m/z 149 se comparó contra las dos bibliotecas y se logró 

identificar como asarinina. Este lignano también se encontró en la fracción 

VLC 15:1 (Figura 7) (Tirado-Castillo A, 2004). 
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Figura 34. Estructura planar y EM del 2,5-dimetil-8-(1-metiletil)-5,6 l7,8-
tetrahidro-1-naftalenol. 

Resulta interesante resaltar que el resto de las fracciones eluidas con las 

proporciones 10:1, 3:1, 2:1 hexano:AcOEt y solo AcOEt fueron más activas 

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

La fracción más activa VLC 20:1, se purificó por medio de Cromatografía a 

Baja Presión-FR, técnica de separación que asegura el suministro y flujo 

constante de solvente y con mayor resolución que la VLC. Se obtuvieron 6 

fracciones cromatográficas. Las f racciones 3 y 4 eluidas con MeOH:agua 

(90:10) y MeOH respectivamente, mostraron la mayor actividad antiTB. La 



fracción 4 resultó tener igual actividad sobre ambas cepas: MIC=12.50 

|ig/mL; mientras que la fracción 3 fue más activa sobre la cepa MDR (MIC= 

12.50 ^g/mL) que sobre la cepa sensible de M. tuberculosis (MIC= 25.00 

pg/mL) (Tabla 13). 

El perfil cromatogràfico obtenido por HPLC de la fracción 3 mostró un pico 

principal con un tR de 12.467 min (Figura 9). El perfil cromatogràfico obtenido 

por HPLC de la fracción 4 mostró también un pico principal con un tR de 

12.968 min (Figura 10). 

Los espectros UV-Vís de ambos compuestos obtenidos resultaron idénticos y 

su longitud de onda máxima fue 283.5 nm. 

De la fracción 3 se logró purificar el compuesto 3 mediante una nueva 

Cromatografía a Baja Presión-FR con MeOH:agua (90:10) como eluente 

(Figuras 11 y 12). La purificación del compuesto antITB presente en la 

fracción 3 se reflejó en su actividad biológica, ya que la MIC para la cepa 

sensible de M. tuberculosis disminuyó de 25.00 a 12.50 ^g/mL (Tabla 15). La 

purificación del compuesto 4 a partir de la fracción 4, fue posible por medio 

de una nueva Cromatografía a Baja Presión-FR con MeCH como eluente 

(Figura 13). El compuesto 4 puro mostró una MIC menor a la de fracción 4 

sobre la cepa MDR de M. tuberculosis (Tabla 15). 



Los compues tos 3 y 4 presentaron prácticamente los mismos espectros de 

UV-Vis y EM. El peso molecular de ambos compuestos es 286 g/mol y la 

fórmula molecular posible es C2QHSOO Para ambos compuestos el pico base 

del EM es de m/z 175, el cual coincide con el pico base del 2,5-dimetil-8-(1-

metiletil)-5,6.7,8-tetrahidro-1 -naftalenol f compuesto probable identificado en 

la fracción VLC 20:1 (Figuras 1B, 19 y 34). 

Debido a la poca cantidad del compuesto 3 solo se logró realizar el 

espectro IR para el compuesto 4 y que presenta bandas a 3463.78 cm'1 

que corresponde al estiramiento del enlace O-H; bandas a 2955.98, 2922.98 

y 2868.55 cm'1 que corresponde a los estiramientos C-H de -CHa, -CH2 y -

CH. Una banda a 1618 cm'1 que corresponde al estiramiento de -C=C-. 

En los espectros de 1H RMN de los compuestos 3 y 4 (Figuras 20 y 21) se 

observan 5 señales de metilos, dos dobletes y un singulete. Uno de los 

singuletes aparece desplazado a campo bajo (compuesto 3: 2.25 ppm y 

compuesto 4: 2.27 ppm) lo cual indica su posible unión a un anillo aromático. 

Los otros dos singuletes a campo más alto indican posible unión a olefina 

(compuesto 3: 1.67 y 1.57 ppm: compuesto 4: 1.69 y 1.59 ppm) Además 

se observan 2 señales de metino (3.06 y 2.58 ppm para el compuesto 3; 

3.09 y 2.60 ppm para el compuesto 4) lo cual indica metirios unidos a 

aromático A 4.61 ppm para el compuesto 3 y 4.63 ppm para el compuesto 

4 se observa un singulete intercambiable con D2O, indicativo de que se trata 



de un oxhidrilo posiblemente fenólico, dado que la prueba de FeCb resultó 

positiva. En la zona de olefinas y aromáticos se observan 3 señales: la señal 

múltiple a 5.00 ppm del compuesto 3 y 5.03 ppm del compuesto 4 integra 

para 1 H y se asignó a un metino de olefina; la señales simples a 6 59 y 6 43 

ppm del compuesto 3 y 6.44 y 6.61 ppm del compuesto 4 se asignaron a H 

aromáticos. 

Los espectros 13C RMN de estos compuestos presentan 20 señales (Figuras 

22 y 23). El análisis de los DEPT 135 de los compuestos 3 y 4 (Figura 24) 

nos indica que 4 C son metilenos (señales negativas), 5 C son metilos, 6 C 

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

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

3 y 4 se presentan en las Tablas 18 y 19. 



Tabla 18. Desplazamientos químicos y multiplicidad de los 
1H de los compues tos 3 y 4, aislados de i. trutescens 

5 íppm) 
Hidrógeno compuesto 

3 
compuesto 

4 
1 

2 

_CH 

CH2 

3.06Jm) 
1.51 (m) 
1.96 (m) 

3.09 (m) 
1.53 (m) 
1.95 (m) 

3 CHJ 
1.82 (m) 
1.88_{mj 

1.75 (m) 
1.88 (m) 

4 C H 2.58 (m) 2.60 (m) 
5 C H 6.43 (S) 6 61 (s) 
7 CH 6.59 (s) 6 44 (s) 
11 CH 1.91_[m] 1.91 (m) 

12 CH2 
1.10 (m) 
1.31 (m) 

1.12 (m) 
1.32 (m) 

13 CH2 
1 99(M) 

1. 85 (m) 
2.05 (M) 
1 83 (M) 

14 CH 5.00 (m) 5.03 (m) 
16 CH3 1.67 (s) 1.69 (s) 
17 CHJ 1.57 (s) 1.59 (s) 
18 CH3 0.97 (d) 0.99 (d) 
19 CH3 2.25 (S) 2.27 (s) 
20 CH3 1.21 (d) 1.23 (d) 

OH 4.61 (s) 4.63 (s) 
(s : singule e, (d) doblete, (m) multiplete 



Tabla 19. Desplazamientos químicos de los 13C de 
los compues tos 3 y 4, aislados de L trutescens. 

5(P p m ) 
C a r b o n o c o m p u e s t o 

3 
c o m p u e s t a 

4 
1 C H 26 596 26559 
2 C H 2 27.502 27.472 
3 CH2 19.463 19.427 
4 C H 42.383 42.365 
5 C H 122.551 122.300 
6 C 135.093 134.828 
7 CH 113.216 113.251 
8 C 152.970 153.009 
9 C 126.148 126.381 
10 C 140.991 140.812 
11 CH 37.884 37.739 
12 CH2 33.435 33 328 
13 CH2 26.254 26.164 
14 C H 124.933 124.906 
15 C 131.147 130.953 
16 CH3 25.704 25.593 
17 CH3 17.618 17.490 
18 CH3 18.732 18.635 
19 CH3 21.080 20.959 
20 CH3 21.181 21.127 

La elucidación completa se hizo mediante el análisis de los espectros de 

doble dimensión COSY 45, HMBC y HMQC. 

Para los compues tos 3 y 4, los espectros UV-Vis fueron idénticos y los 

espectros de 1H RMN y 13C RMN muy parecidos por lo que se realizó una co-

cromatografía de una mezcla de ambos. En el cromatograma resultante se 

observan dos picos con tR de 14 634 y 14.911 min que corresponden al 



compuesto 3 y 4, respectivamente Lo anterior confirma que se trata de dos 

compuestos diferentes (Figura 14). 

El análisis de todos los espectros UV-Vis, IR, EM, 1H RMN, '3C RMN, junto a 

los espectros de RMN de doble dimensión hizo posible determinar que los 

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

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

Esta estructura presenta 3 carbonos quirales: C1, C4 y C11 lo que hace 

posible la existencia de 8 estero isómeros. Los experimentos de 

determinación del poder rotatorio indicaron que ambos compuestos giran el 

plano de la luz polarizada a la izquierda. Los compuestos 3 y 4 antiTB 

aislados de L. frutescens resultaron ser diasteroisómeros, característica 

confirmada por su separación cromatográfica al realizar la co-c rom ato grafía 

en el HPLC (Figura 14). 



El nombre IUPAC de ios c o m p u e s t o s 3 y 4 es 5-[1,5-dimetil-4-hexenil]-

5,6,7,8-tetrahidro-3,8-dimetil-1-naftalenol. Estos compuestos pertenecen a 

los terpenoides como ta mayor ía de los compuestos con actividad antiTB o 

antimicobacterianos aislados de plantas (Cantrell CL y cois., 2001). Dentro 

de los diterpenos aislados d e plantas con actividad antiTB tenemos a la 12-

demetilcaulina aislada de S. multicaulis con una MIC de 0.46 ^ig/mL 

(Ulubelen A y cois., 1997) y el mulinano aislado de Azorella madrepórica clos 

con una MIC de 20 ^g/mL (Wachter GA y cois., 1998). 

Rodríguez AD y C Ramirez en el 2001 aislaron y caracterizaron a partir del 

coral Pseudopterogorgia elisabethae Bayer, 4 diterpenos tipo serrulatanos 

con actividad antiTB. Uno de éstos el 7-hidroxierogorgiaeno (Figura 35) 

presenta estructura muy semejante a los compuestos aislados de L. 

frutescens en esta tesis; la diferencia en la estructura planar es la posición 

del grupo - O H en el anillo aromático (Figuras 35 y 36). Con respecto a la 

actividad antiTB el 7-hidroxierogorgiaeno inhibe el crecimiento M. 

tuberculosis H37Rv en un 7 7 % a 6 25 ng/mL y los compuestos 3 y 4 aislados 

de L. frutescens tienen una M I C 12.5 j ig /mL sobre esta misma cepa. 



H 

H3C 

CH3 

Figura 36. Estructura absoluta del 7-hidroxierogorgiaeno aislado de P. 
elisabethae. 

Por otro lado, la búsqueda de reportes previos de este compuesto en la base 

de datos Science Finder indicó que solo está reportado el isómero 5-[(1S)-

1,5-dimetil-4-hexenil]-5,6 l7,B-tetrahidro-3 !8-dimetil-(5R l8S)-1-naftatenol1 con 

el número de registro CAS 433300-41-5; se le conoce también como 

elisabethanol (Figura 37). 

CH CH3 

H 

CH 

Figura 37. Estructura absoluta del elisabethanol. 



Con respecto a la actividad antiTB tenemos que sí bien los valores de MICs 

obtenidos para los compues tos 3 y 4, no son los que poseen los 

medicamentos antiTB de primera línea sobre la cepa sensible de M. 

tuberculosis, resulta muy interesante resaltar que en términos de MIC 

(}.ig/mL), los compues tos 3 y 4 son 8 y 16 veces más potentes que 

estreptomicina y rifampicina para la cepa MDR de M. tuberculosis, como se 

puede ver en la Tabla 16 

En base a los resultados de actividad antiTB obtenidos se decidió 

caracterizar si la actividad inhibitoria de estos compuestos era 

micobactericida o micobacteriostática, para lo cual se implemento el 

bioensayo antes descrito basado en la resiembra de los cultivos expuestos al 

"compuesto prueba" en medio de cultivo líquido libre de éste que 

corresponde a una dilución 1:40 y realizar un MABA posterior a la 

incubación, t i desarrollo de este bioensayo nos permitió determinar que 

ambos principios activos aislados del L frvtcscens son micobacteñcidas. Es 

interesante remarcar que los medicamentos antiTB de primera linea 

estreptomicina, isoniazida y rifampicina, también son bactericidas. Esta 

característica hace a los compuestos reportados en esta tesis más valiosos 

como posible agentes antiTB, 



El bioensayo realizado para caracterizar la actividad antiTB como 

micobactericida, posee la ventaja de ser más rápida en comparación a los 

que realizan resiembras en medios de cultivo sólidos. Al sexto día posterior a 

la resiembra el crecimiento bacteriano fue adecuado en los controles de 

crecimiento revisados al microscopio, para lograr el viraje del indicador redox. 

La gran diferencia con los métodos clásicos de resiembras en medios sólidos 

como Lowenstein-Jensen c Middlebrook 7 H11, radica en que el crecimiento 

bacteriano en forma de UFC es evidente hasta después de tres semanas de 

incubación. 

Hemos encontrado que existen solo dos reportes en la literatura sobre la 

caracterización de la actividad de productos naturales como micobactericida 

o micobacteriostática. El primero publicado por Rastogi N y co is , en 1998, 

quienes primeramente evaluaron la actividad contra M. tuberculosis, M. 

avium y M. kansasii de compuestos aislados de la Flora Caribeña de 

Guadalupe por el sistema Bactec 460 y paralelamente determinaron si la 

actividad de los compuestos era bactericida, por resiembra de las 

suspensiones bacterianas de los viales de medio Bactec 12B en Medio 

Middlebrook 7H11 antes y después de los experimentos de evaluación 

antimicobacteriana. Las UFC fueron contadas después de 21 dias de 

incubación de las placas de agar. El segundo fue un reporte publicado por 

Friss-Moller y cois, en el 2002, quienes evaluaron la actividad 

anitimicobacteriana mediante el sistema Bactec 460 de la licochalcona A, 



aislada de raíz de Glycyrrhiza ¡nflata sobre varias cepas de M. tuberculosis, 

M. avium, M. bovis y M. intraceilulare. La evaluación de la actividad 

bactericida de licochalcona A se realizó mediante resiembras de las 

suspensiones bacterianas al día cero y al final del experimento en medio de 

cultivo Lowenstein-Jensen, los cuales se incubaron por tres semanas y 

posteriormente se realizó la cuenta de las UFC. 

Para tener una ¡dea preliminar del grado de toxicidad de los compuestos 

aislados, se evaluaron mediante el bioensayo de letalidad sobre larvas de A 

salina. Las CL50 de los c o m p u e s t o 3 y 4 aislados en este trabajo a partir de 

raíz de L frutescens en el bioensayo de A. salina fueron 9.87 y 8.72 ^g/mL, 

respectivamente. Los extractos evaluados por Logarto-Parra A y cois, en el 

2001 que mostraron CL50 semejantes para la larva de camarón fueron los 

hidroalcóholicos de Cymbopogon citratus (9.83 ng/mL), Ocimum basilicum 

(9.92 |¿g/mL) y Senna alata (7.74 ¿ig/mL); para estos mismas extractos las 

DL50 para ratón fueron 460.00, 956.50 y 1459.32 mg/kg, respectivamente; 

por esto se hace evidente que no existe una buena correlación entre la CL50 

determinada sobre A. salina y la DL50 en ratones especialmente para estos 

tres extractos. El coeficiente de correlación encontrado entre CLw y DL50 de 

los 20 extractos de las plantas cubanas evaluados fue de tan solo 0.85 

(p<0.05) (prueba de Spearman's). Así nuestros resultados de toxicidad de 

los compuestos antiTB obtenidos mediante el bioensayo de letalidad en 



larvas de A. salina no son determinantes. Es necesario evaluar la toxicidad 

de los compues tos 3 y 4 mediante el uso tanto de ensayos in vitro: líneas 

celulares animales y humanas como ensayos in vivo, ratones y ratas. 



CAPÍTULO 6 

CONCLUSIONES 

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

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

Se comprobó el uso de las tres especies vegetales en la Medicina 

Tradicional y específicamente de L frutescens y S. molíe para tratar TB. 

Los extractos metanólicos de raíz de L. frutescens y etéreos de raíz de C. 

mexicana fueron los más activos (MICs de 62.50 jxg/mL para ambas cepas). 

Mediante el fraccionamiento biodirigido del extracto metanólico de corteza de 

raíz de L. fmtescens se obtuvieron los compues tos 3 y 4 que son 8 y 16 

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

M. tuberculosis. 



Los S- f l^ -d imet i l ^ -hexeni l l -S^^^- te t rah idro-S^-d imet i l - l -naf ta lenoles son 

micobactericidas para ambas cepas. 



PERSPECTIVAS 

1. Dado que se han aislado 2 compuestos bactericidas para las cepas de 

M. tuberculosis sensibles y resistentes a los 5 antiTB de primera línea, 

los cuales son incluso hasta 16 veces más potentes que 

estreptomicina y rifampicina, entonces seria deseable realizar los 

estudios preclinicos para definir su eficacia y seguridad. 

2. Es necesario establecer la estereoquímica absoluta de cada uno de 

los compuestos, con el fin de conocer la similitud y diferencias con el 

compuesto ya registrado, lo cual nos daría además la posibilidad de 

explorar el interés de la Industria Farmacéutica. 

3. Durante el fraccionamiento biodirigido se obtuvieron varias fracciones 

cromatográficas activas que podrían contener compuestos distintos 

estructuraímente, los cuales valdría la pena aislar, caracterizar 

químicamente y realizar su evaluación antiTB. 



Por otro lado, el extracto etéreo de raíz de C. mexicana mostró ser tan 

activo como el obtenido de raíz de L. frutescons, lo que justifica su 

estudio sistemático como una posible fuente de compuestos antiTB. 
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