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RESUMEN

La tuberculosis constituye un grave problema de salud mundial. En 1993 la
OMS la declaré enfermedad reemergente, constituyendo la segunda causa de muerte
debida a un sélo agente patégeno. Cada afo 8 millones de personas son infectadas y
2.3 millones mueren por esta enfermedad. En México se registraron 15,357 y 13,743
casos en el 2001 y 2202, respectivamente por lo que es prioridad de atencion en salud.
Veracruz, Chiapas y Baja California los estados con el mayor nimero de casos. Para
su control se establecio el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES), a
nivel mundial en 1996, garantizando la administracién de los farmacos de primera
eleccion: isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol o estreptomicina.
Actualmente el aumento en los casos de Tuberculosis se debe a diversos factores:
tratamientos inadecuados y/o prolongados, abandono del mismo, diagnéstico tardio,
enfermedades que compromete el sistema inmunologico, presencia de cepas
farmacoresistentes, encontrandose que el 2% de casos nuevos son causados por
ellas, lo que incide en el fracaso de los tratamientos; por ello es urgente buscar fuentes
alternas de moléculas prototipo y/o compuestos Utiles para el desarrollo de nuevos
farmacos antifimicos, o bien que coadyuven en el mismo.

En este trabajo se realizé la evaluaciéon antimicobacteriana de los extractos
hexanico y metandlico de dos especies medicinales del género Aristolochia. Los
criterios de seleccién de las especies fueron el quimiotaxonémico y etnobotanico.
Algunas especies de este género son conocidas como “guaco’ y tienen diversos usos
en la medicina tradicional. A. faliscana se emplea para tratar infecciones de la piel,
mordeduras de serpiente y tos; A. elegans es una especie de ornato y se utiliza contra
mordeduras de serpientes. Los extractos se prepararon via maceracion y se evaluaron
in vitro contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv por el método radiorespirométrico
BACTEC 460. Los extractos mas activos se fraccionaron quimicamente; las fracciones
y compuestos puros (aislados por diversos métodos cromatograficos), fueron
evaluados biolégicamente, de los Ultimos se determind la concentracién minima
inhibitoria. La caracterizacion quimica de los compuestos quimicos se realizd por
analisis de sus datos espectroscopicos y espectrométricos




ABSTRACT

Tuberculosis constitutes a very serious worldwide health problem. In 1993,
WHO declared it as a remerging disease, being the second cause of death due to a
single pathogenic agent. Each year 8 million people are infected by Mycobacterium
tuberculosis and 2.3 million die from the disease. In México were registered 15,357
and 13,743 in 2001 and 2002 cases, respectively, thus the TB problem requires urgent
attention as a prioritary health problem. Veracruz, Chiapas, Monterrey, Distrito Federal
and Baja California are the states with largest number of cases. The program DOTS,
established by OMS, for its control guarantees the administration of first line drugs as
isoniazid, rifampicin, pyrazinamide, ethambutol and streptomycin. However actual
tuberculosis is caused by drug-resistant strains that do not respond to the treatments.
The multidrug-resistant levels found of 2% among new cases in México (Baja
California, Oaxaca and Sinaloa). In this scenario it is urgent to search for new aiternate
sources of prototype molecules and/or useful compound for its treatment.

In this work, the antimycobacterial activity of the hexane and methanol extracts
of two medicinal species of the Aristolochia genus was evaluated. The selection criteria
were chemiotaxonomic and ethnobotanical. The Aristolochia species are know as
“guaco” and have several uses in traditional medicine. A. taliscana is used to treat skin
infections, snake bites and cough. A. elegans is an ornamental plant and also used in
the treatmént of snake bites. The extracts of each species were prepared trough
maceration and were evaluated in vitro against Mycobacterium tuberculosis H37Rv by
the Bactec 460 radiorespirometric method. The most active extracts were fractionated
by traditional chemical methods; pure fractions and compounds were biologically
evaluated and their minimum inhibitory concentration was determinated. The chemical
characterization of the active substances was performed by the analysis of their
spectroscopic and spectrometric data.




INTRODUCCION

El uso de los recursos naturales como fuente de agentes medicinales ha
sido una practica continua a lo largo de la historia de la humanidad. Muchos de
los principios activos de las preparaciones farmacéuticas utilizadas hoy en dia,
se obtuvieron en su momento de fuentes naturales (plantas vy/o
microorganismos), constituyendo un instrumento util y esencial en el desarrollo
farmacéutico de la era moderna. Sin embargo, un numero considerable de
especies utilizadas en la medicina tradicional no han sido objeto de
investigaciones quimicas y/o farmacoldgicas, por lo que su potencial es
actualmente desconocido (Balandrin et al., 1993).

El éxito de la atencion primaria de salud depende del empleo y
disponibilidad de medicamentos apropiados. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), estima que 80% de la poblacién mundial hace uso de las plantas
medicinales para tratar y aliviar sus principales problemas de salud, por lo que
en la actualidad han recobrado importancia en la terapéutica (Farnsworth et
al., 1985).

El resurgimiento de enfermedades que se creian erradicadas, como la
tuberculosis (TB) y el problema de farmacoresistencia, ha propiciado un auge
en las investigaciones sobre plantas medicinales y otras fuentes naturales, con
miras a encontrar agentes terapéuticos o moléculas prototipo para desarrollar
farmacos Utiles el tratamiento de ésta y otras enfermedades (Cantrell et al.,
2001; Konig et al., 2000; Newton et al., 2000; Okunade et al., 2004).

En la década de los 50°s se declaré oficialmente que México era un pais
sin problemas de TB. Sin embargo, anualmente se presentan en promedio
16,000 nuevos casos, de los cuales el 12.9% presenta resistencia primaria y el
2.4%, en multifarmacoresistente (MFR), por lo que actualmente se observa un
aumento alarmante en el niimero de casos MFR a nivel mundial y nacional
(Granich et al, 2000, SS, 2005, OPS, 2004). A largo de la historia el
tratamiento de la TB ha pasado por diferentes etapas; la quimioterapia inicio
con el uso de estreptomicina (S) y se mejord con el descubrimiento y aplicacion
en la terapéutica de la rifampicina (R) (farmaco de primera eleccion en los




casos de primer diagnoéstico). A pesar de estos notables avances, por mas de
tres décadas no hubo desarrollo de nuevos agentes anti-TB; aunado a que esta
epidemia tiene como una de sus caracteristicas principales la presencia de
cepas MFR dificiles de tratar; aun contando con antifimicos de primera y
segunda linea, ademas de la escasez y desabasto de medicamentos,
principalmente en paises en vias de desarrollo. En este contexto, las plantas
usadas en la medicina tradicional constituyen una aiternativa importante para la
probable obtencién de compuestos o moléculas prototipo utiles en tratamiento
de la enfermedad y/o que coadyuven a su erradicacion.

En este sentido, en la UIM en Farmacologia de Productos Naturales del
Hospital de Pediatria del CMN S XXI, se desarrolla una linea de investigacion
encaminada a evaluar las plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana
como fuente potencial y poco explorada de compuestos activos contra M.
tuberculosis 'y otras cepas de micobacterias. A la fecha nuestro grupo (IUM-
FNP), ha evaluado alrededor de 40 especies medicinales, encontrandose que el
22% resulto activo contra M. tuberculosis H37Rv (Juniperus communis, Lantana
hispida, Artemisia ludoviciana, Chamaedora tepejilote, Achillea millefolim, Malva
parviflora) , y cuatro de ellas fueron activas contra cepas monoresistentes de M.
tuberculosis (Jiménez-Arellanes et al., 2003), mismas que fueron ya objeto de
investigacion  quimico-biodirigida, lograndose aislar los compuestos
responsables del efecto antimicobacteriano (Alvarez, 2002; Fragoso, 2003;
Jiménez-Arellanes et al., 2003). En el presente estudio se seleccionaron las
especies Aristolochia taliscana y A. elegans para evaluar su potencial
antimicobacteriano, bajo criterio etnobotanico y quimitaxonémico; siendo sus
usos tradicionales contra mordeduras de serpientes, infecciones cutaneas y tos,

aunque este ultimo no es un uso generalizado.




ANTECEDENTES

GENERALIDADES DE LA TUBERCULOSIS

La TB es una enfermedad infectocontagiosa, transmitida por via aérea y
su principal agente causal es Mycobacterium tuberculosis (bacilo acido alcohol
resistente). La pared celular de este microorganismo es rica en lipidos: acidos
micdlicos, ceras, y fosfatidos, causantes de la virulencia de la micobacteria,
ademas del “factor de cuerda” (trehalosa-6,6'-dimicolato) que impide la
migracion de leucocitos, causa granulomas crénicos, y puede actuar como un
“‘coadyuvante” inmunitario (Jawetz et al., 1996). Existen ademas otras
especies causantes de este padecimiento como: M. bovis, M. africanum y M.
avium (oportunist; particularmente en individuos con Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida-SIDA), el complejo M smegmatis, M. chelanoe, M
phlei; M. kansasii, M. fortuitum, entre otras (Fischer, 1996, 1998; Copp, 2003,
Frieden, et al., 2003).

La manifestacion clinica mas comun de la TB es la enfermedad
pulmonar, pero puede presentarse la exptrapulmonar afectando otros aparatos
y sistemas (ap. genitourinario, sist. éseo, sist. linfatico, etc), donde el 20% de
los casos se presenta en individuos infectados con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana -VIH- (Frieden et al., 2003).

La enfermedad se desarrolla facilmente en personas con el sistema
inmunolégico comprometido (pacientes con diabetes, cancer, SIDA, linfoma de
Hodking, lupus, tratamiento con inmunosupresores) y/o desnutricion. Se
sospecha en situaciones como: reciente inmigracién, hacinamiento, consumo
de drogas, SIDA y contacto cercano con pacientes diagnosticados con TB. Los
primeros sintomas suelen ser sistémicos, fiebre, mareo, perdida de peso, delirio
nocturno, dolor en el pecho y espalda, entre otros (Brandli, 1998).

La quimioterapia surge en 1940 con el descubrimiento de la
estreptomicina (S) y del acido para-aminosalicilico (PAS). Entre 1950 y 1960
hubo gran desarrollo en la obtencién de farmacos contra TB, descubriéndose la

isoniazida (H) (Figura 1), pirazinamida (Z) (Figura 2), etionamida, cicloserina,




viomicina, capreomicina, etambutol (E) (Figura 3) y uno de los ultimos y grandes
avances fue el descubrimiento de Ia rifampicina (R), iniciando su uso en 1967 -
Figura 4- (Bastian y Portaels, 2000; Cantrell et al., 2001).
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EPIDEMIOLOGIA
Después del VIH/SIDA, la TB es la segunda enfermedad

infectocontagiosa que causa el mayor nimero de muertes en el mundo
(Frieden et al.,, 2003). Algunos epidemidlogos estiman que los casos
aumentaran de 7.5 millones (1990) a 11.9 millones para el 2005, lo que
representa un incremento del 58%; del cual el 77% se atribuye a factores
demograficos como aumento de poblacién, cambio en los rangos de edad, etc.,
mientras que los factores epidemiolégicos como MFR, infecciones con el VIH, y
pobreza, significan sélo del 2-3% (Amaya-Tapia et al., 2000; Bastian y
Portaels, 2000). Por otro lado, la OMS reporté que en la década de los 90's
habian 90 millones de enfermos por TB, y posiblemente murieron 30 millones
en el 2000 (Granich et al., 2000). Otros autores, estiman que una tercera parte
de la poblacion mundial ha estado expuesta al agente causal de la TB y sélo el
10% estd en riesgo de desarroilar la enfermedad (Cantrell et al., 2001;
Fischer, 1998; Newton et a/., 2000, Orme et al., 2001).

Entre las patologias causadas por un solo agente infeccioso, la TB es la
que provoca mayor numero de muerte en los adultos. En paises
industrializados el 50% de individuos infectados con M. tuberculosis es mayor
de 50 aﬁos,'mientras que en paises en vias de desarrollo el 77% de los casos
es en menores de ésta edad (Raviglione et al., 1995). En el caso especifico de
nuestro pais, recientemente se informé que el promedio de edad para pacientes
infectados con TB es de 36 arios, y el 69% de ellos son varones (DGE, 2001;
2002; Granich et al., 2000; IMSS, 2003). Este dato nos refleja la urgente
necesidad de dar tratamiento y seguimiento adecuado a las personas
infectadas, ya que la gran mayoria se encuentran en edad econémicamente
activa.

El VIH ha surgido como el factor de riesgo mas importante para la
diseminacién de la TB; en paises en vias de desarrollo, esta ultima se presenta
como la enfermedad oportunista mas comun en pacientes infectados. En 1990,
el 4.6% de muertes por TB fueron en personas co-infectadas y para mediados
de 1994 habian 5.6 millones de casos VIH/TB. El riesgo anual de progreso de




la infeccion por TB en personas infectadas con VIH es de 5-15%, dependiendo
de su inmunosupresion (Raviglione et al., 1995). Para el afio 2000, a nivel
mundial se report6 que en promedio el 11% de los casos nuevos de TB
presentaban VIH (Frieden et al., 2003)

El 76.7% de las muertes por padecimientos infecciosas se deben a TB.
En 1997, la OMS contabilizé 16.2 millones de casos, de los cuales 7.96 millones
eran de diagndstico nuevo, y de estos ultimos el 45% era de tipo pulmonar (la
forma mas contagiosa). Para México la TB es la tercera causa de muerte
después de neumonia e infecciones intestinales, pero ocupa el primer lugar en
mortalidad causada por un solo agente infeccioso, provocando una perdida
anual de aproximadamente 96,000 afios potenciales de vida (Sada-Diaz, 2003).
En un estudio realizado en 1997 en México, se encontré6 que Baja California
presenta 6.5% de resistencia a farmacos de primera linea, Oaxaca el 10.0% y
Sinaloa el 6.7%, en un total de 614 casos, siendo el promedio de TB-MFR de
2% en casos nuevos; estos autores sugirieron una revision de los datos
epidemiolégicos de otros estados para tener la dimensién real del problema a
nivel nacional (Espinal, 2000; Granich et al., 2000). Otro estudio realizado
entre junio de 1995 y mayo de 1998 en Huauchinango, Puebla, mostré que de
1347 pacientes con tos 269 (20%) presentaba TB; de estos, el 12% presento
resistencia primaria H, el 4% a R; y 2.5% fue MFR (Kato-Maeda et al., 1999).

Los datos epidemiolégicos para nuestro pais describen que en 1997
habian 23,575 casos de TB registrados oficialmente, que significan un indice de
25 casos por cada 100,000 habitantes (Granich et al., 2000). En el 2001, la
Direccion General de Epidemiologia (DGE) registré6 15,357 casos siendo
Veracruz, Chiapas y Baja California los estados con el mas elevado indice; y
para el 2002 (semana 48) se registraron 13,742 casos, siendo Veracruz, Baja
California Norte, Chiapas, Guerrero, Nuevo Le6n y Tamaulipas, los estados con
mayor indice (DGE., 2001, 2002). En el 2003 (IMSS) hasta la semana 29 se
registraron 2,606 casos acumulados hasta esa fecha.

Uno de los graves problemas que se presenta en la actualidad es la
aparicion de cepas de M. tuberculosis MFR, efecto que se presento
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inmediatamente después de la introduccion del uso de S; aunque, no se tomd
en cuenta hasta en fechas recientes cuando se detectaron casos de TB-MFR,
definida como resistencia al menos a dos de las farmacos de primera linea (H y
R). Los primeros casos fueron reportados en personas infectadas con VIH La
OMS vy la IUATLD reportan que el 2.5% de los cados de TB son MFR (Bastian
y Portaels, 2000; Espinal, 2000).

La TB-MFR provoca serias consecuencias tanto en el paciente como
para los programas oficiales (TAES) de control, incidiendo en el fracaso del
tratamiento, costo del mismo y transmisién de la enfermedad, ya que un
paciente con enfermedad activa infecta de 10 a 15 personas por afo (Granich
et al., 2000; Lall y Meyer, 1999). Los factores de riesgo para su desarrollo son
tratamientos inadecuados y abandono del mismo, ademas se incluyen
tratamientos incompletos, tardios y/o prolongados, falta de apego al tratamiento
recomendado por la OMS, coinfecciéon con VIH, acceso limitado a los sistemas
oficiales de salud y baja cobertura del TAES, aunado a vivir en paises con alta
incidencia de TB (Raviglione et al., 1995; Amaya-Tapia et al., 2000; Garcia-
Garcia et al., 2001).

Cabe mencionar que a pesar de contar con el programa mundial para el
control de la TB (DOTS), actualmente el 77% de los casos en el mundo no son
tratados bajo este régimen (Sterling et al., 2003); en el caso de México la
cobertura del mismo es del 60% (OPS, 2003).

TRATAMIENTO ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS

Dada la problematica epidemiol6gica de la TB en la Gltima década del
siglo XX, la OMS disefi6 programas estratégicos para el control y prevencion de
la enfermedad a nivel mundial. En el caso de Latinoamérica el programa actual
es conocido como TAES (Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado), el
cual es un paquete de diagnéstico, tratamiento y organizacién coordinada entre
paciente y personal de salud (Bastian y Portaels, 2000). El TAES garantiza la
administraciéon del medicamento bajo una estricta supervision médica con la

respectiva tarjeta de registro y diagnéstico por enfermo.
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Los sistemas oficiales de salud en México recomiendan para casos
nuevos un tratamiento primario acortado que consiste en la administracion
combinada de cuatro farmacos (H, R, Z, E), durante dos meses, y cuatro meses
con 3 tomas semanales de H y R (SS, 2000).

Para los casos de TB-MFR existen medicamentos de segunda linea
(amikacina, ofloxacina, rifabutina, esparfloxacina, ciprofloxacina, etionamida,
cicloserina), pero estos s6lo se distribuyen en paises en dénde el programa
TAES esta funcionando al 100% y en el caso de México esta estrategia aun
esta en areas piloto, alcanzando una cobertura aproximada del 60%. Las
causas principales por las que un paciente presenta FR son: dosis inadecuada,
tiempo insuficiente de tratamiento, falta de supervision (de degluciéon de la
capsula), abandono del tratamiento y falta de medicamentos. Para los casos
persistentes de TB-MFR, la OMS ha disefiado la estrategia TAES-plus en la que
se utilizan farmacos de segunda linea y medidas de control de la infeccion.
Esta estrategia maneja el tratamiento individualizado, previa determinacién del
patron de FR ante los antifimicos de 12 y 22 linea (Farmer et al., 2000). El
manejo de los antifimicos de segunda linea requiere de personal experto y
comprometido con el paciente. El costo del retratamiento es cien veces mayor
que el tratamiento primario -$150,000.00 pesos-, (Comunicacion del personal
de la SS experto en el tratamiento de TB, 2002).

'PLANTAS MEDICINALES COMO FUENTE POTENCIAL DE
PRINCIPIOS ACTIVOS.

El uso de las plantas medicinales se remonta a los inicios de la
civilizacién humana. Grandes culturas como la china, india y nor-africana
proporcionaron evidencia escrita de la utilizacién de las plantas para tratar una
gran variedad de enfermedades (Phillipson, 2001).

Las plantas constituyen una fuente importante de principios
farmacoloégicamente activos o moléculas prototipos para la sintesis de nuevos
farmacos y en muchos casos estos compuestos sirven como materia prima o

intermediarios en la semisintesis de agentes terapéuticos (Balandrin et al.,
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1993), como ejemplo de esto podemos citar al Taxol que fue obtenido de Taxus
brevifolia y que actualmente se utiliza en el tratamiento del cancer de seno y
ovario, o bien la podofilotoxina (obtenida de Podohyllum peltatum) a partir de la
cual se desarrollo el etopdsido, farmaco de primera eleccion para el tratamiento
de cancer de pulmdn y testicular. Asi mismo, de Artemisia annua (especie
utilizada en la medicina tradicional china) se obtuvo artemisinina, de la cual se
derivé al artemeter que se utiliza para el tratamiento de la malaria cerebral
(Phillipson, 1999), o la galegina (obtenida de Galega officinalis) de la cual
sintetizaron el metmorfin, un farmaco antidiabético utilizado actualmente en la
clinica. Un alto porcentaje de farmacos de origen vegetal son resultado de un
proceso de investigacion cientifica de plantas bien conocidas y empleadas en |a
medicina tradicional (Farnsworth et al., 1985).

Por otro lado, para los paises en desarrollo el costo en la importacion y
produccion de medicamentos en grandes cantidades es muy elevado, por lo
que éstos hacen uso de la informacion que poseen sobre plantas medicinales y
frecuentemente recurren a ellas para solucionar sus problemas primarios de
salud, aunado a que éstas son abundantes, de bajo costo y con aceptacion
popular. (Farnsworth et al., 1985; Eloff, 1998).

La medicina tradicional de muchos paises incluyendo México hace uso
de una gran cantidad de plantas cuyas propiedades fueron descubiertas y son
hasta hoy en dia muy utilizadas por los aborigenes. Por ejemplo, las especies
Echinacea angustifolia y Podophyllum peltatum, han sido "redescubiertas" por
los cientificos, pero de una gran mayoria de especies se desconoce la
composicién quimica y su potencial farmacologico (Balandrin et al., 1993;
McCutcheon et al., 1992).

En el caso de México, se tiene una amplia tradicién en el uso de plantas
medicinales, debido a la presencia de 42 grupos étnicos distribuidos a lo largo y
ancho de la Republica Mexicana, aunado a la gran diversidad de ecosistemas
favorecidos por la ubicacién geografica del pias, que nos ubica en el cuarto

13




lugar de biodiversidad mundial, aproximadamente el 25% de los mexicanos
usan plantas medicinales (Argueta y Cano, 1994). Se han descrito alrededor de
5000 especies medicinales, cuyos usos principales son para tratar
padecimientos gastrointestinales (uno de las principales causas de muerte en
nuestro pais), cardiovasculares, inflamatorios y de vias respiratorias; de este
ultimo, especificamente para el tratamiento de la tuberculosis, el grupo del
Herbario de Plantas Medicinales del IMSS ha identificado 10 especies, entre
ellas podemos mencionar a Crescentia cujete (BIGNONACEAE), conocida
como guaje, a Struthanthus densiflorus (Benth) Santdl (LORANTACEAE),
conocida como injerto y a Lantana hispida, conocida como orozus (Aguilar-
Contreras et al., 1998). A la fecha estas tres especies han sido objeto de
evaluacién antimicobacteriana, y de una de ellas (L. hispida), mediante
fraccionamiento quimico-biodirigido se obtuvieron los metabolitos secundarios
responsables de la actividad antimicobacteriana. Otras especies como
Artemisia ludoviciana (especie ampliamente utilizada) y Chamaedora tepejilote,
empleadas para problemas de vias respiratorias, pero no para tuberculosis,
contienen compuestos capaces de inhibir el crecimiento de M. tuberculosis.
Estos resultados nos indican que es importante continuar explorando el
potencial antimicobacteriano de las especies medicinales en México, ya que
constituyen un recurso importante en Ila busqueda de compuestos
farmacolégicamente activos.

COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL ACTIVOS CONTRA
Mycobacterium tuberculosis.

Las terapias contra la TB han evolucionado y los regimenes de
tratamiento implementados por la OMS, estan basados en multiterapia, es decir
la administracién de tres o cuatro antifimicos simultaneamente. Sin embargo, Ia
falta de adherencia a los tratamiento propicia la aparicion de cepas MFR por lo
que numerosos grupos de investigacién se han dado a la tarea de explorar
diversos fuentes naturales (hongos, bacterias, levaduras, algas y plantas

superiores) con miras a encontrar compuestos nuevos o moléculas prototipo
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utiles en el tratamiento de la TB o bien que coadyuven en el mismo (Cantrell et
al., 2001; Kanokmedhakul et al., 2002; Konig et al., 2000; Lall y Meyer et
al., 1999; Seephonkai et al., 2002)

El descubrimiento de nuevos compuestos, a través de investigaciones
estratégicas, en plantas y microorganismos ha dado resultados fructiferos en la
industria farmacéutica y biotecnoldgica (Hostettman et al., 1997; Phillipson,
2001). La rapida deteccién de productos naturales biolégicamente activos,
mediante el empleo de métodos modernos de fitoquimica, y ensayos bioldgicos
sencillos, rapidos y reproducibles, juegan un papel clave en la investigacion de
los extractos crudos de plantas (Alvi, 2000; Hostettman et al., 1997).

Cabe mencionar, que para obtener un compuesto con utilidad
terapéutica, puro, explotable y comercial, es necesario la formaciéon de grupos
de trabajo interdisciplinario donde participan botanicos, farmacélogos, quimicos,
toxicélogos, farmacégnostas, biotecnélogos, entre otros (Hostettman et al.,
1997).

Mediante el empleo de diversas metodologias enfocadas a la busqueda
de nuevos farmacos contra TB, grupos de investigadores y estudiosos en el
tema han propuesto diferentes plantas (principalmente las empleadas en la
medicina tradicional) para buscar compuestos activos contra M. tuberculosis.

Las estrategias que se han desarrollado para obtener compuestos
biolégicamente activos se basan en la realizacion de estudios de tipo quimico-
biodirigido. A través de este esquema de trabajo, a la fecha se han realizado
investigaciones encaminadas a la busqueda de compuestos con posible
actividad anti-TB y otras actividades bioldgicas (Cantrell et al, 2001,
Phillipson, 1999; 2001).

Las investigaciones de tipo quimico-biodirigido han demostrado que
existen metabolitos secundarios, obtenidos de plantas, activos contra diversas
especies de Mycobacterium. De estos trabajos podemos citar que Allium
sativum (extracto de ajo) mostrd actividad antimicobacteriana in vitro contra 30
diferentes cepas de micobacterias en un rango de concentracion de 1.34 a 3.35
mg/mL (van Puyvelde et al., 1994).
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Por otro lado, el extracto MeOH de las semillas de Melia volkensii Giirke
(Meliaceae) mostr6 un 99% de inhibicion contra M. tuberculosis a la
concentracion de 100 ug/mL. El fraccionamiento biodirigido permitid obtener 2
triterpenos nuevos: 12p-hidroxikulactona y 6p-hidroxikulactona (Figura 5),
ademas de los compuestos kulactona y kuionato. Los dos primeros fueron los
responsables de la actividad antimicobacteriana mostrada por el extracto
original, presentando una concentracién minima inhibitoria (CMI) de 16 y 4
ug/mbL respectivamente, al ser evaluado por el método radiorespirométrico
BACTEC 460 (Cantrell et al., 1999a).

I
/-‘H OH

Figura 5. 12B-hidroxikulonato y 6B-hidroxikulonato.

También se ha reportado que el extracto MeOH de las partes aéreas de
Ajuga remota Benth (Labiatae) presentdé un 97% de inhibicién contra M.
tuberculosis H37Rv a 100 pg/mL. Mediante una separacién cromatografica de
liquidos al vacio se obtuvo un triterpeno conocido: ergosterol-5,8-endoperdxido
(Figura 6), mas los diterpenos clerodina, ajugarina-l y Il. Los compuestos se
probaron mediante el bioensayo radiorrespirométrico contra M. tuberculosis. El
primer compuesto mostré una CMI de 1 pg/mL, mientras que el acetato de
ergosterol-5,8-endoperodxido, ergosterol y ergosta-5,7,9 (11),22-tetraen-3p-ol
presentaron CMI’s de 8, <128 y 128 ug/mL. Clerodina, ajugarina-l y Il fueron
inactivos con CMI >128 pg/mL (Cantrell et al., 1999b).
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Figura 6. Estructura quimica del Ergosterol-5,8-endoperéxido.

Este mismo compuesto (Figura 6) se aisld del extracto CH,Cl,/MeOH de
Ruprechtia triflora Grises, y present6 una CMI de 2 ug/mL contra M.
tuberculosis H37Rv (Woldenmichael et al., 2003). Es mismo grupo evalué el
extracto CH;Cl;:MeOH (1:1) de Sapium haematospermum que mostré una CMi
de 25 pg/mL contra M. fuberculosis H37Rv. Mediante un fraccionamiento
quimico biodirigido obtuvieron los compuestos responsables de la actividad
biolégica, de los cuales el lecheronol A [1B,12B-dihidroxi-(5a,9x,20x)-13-epi-
pimara-8(14),15-dien-3-ona] -Figura 7- presenté una CMI de 4 ug/mL; en
ambos trabajos los compuestos fueron evaluados por el método MABA
(Woldenmichael et al., 2004).

Figura 7: tructura quimica del Lecheronol A.

Del extracto hexanico y CH.Cl, de las raices de Dendrolobium
lanceolatum (Duna) Schindl (Leguminosidae-Papilonidae), se aisl6 al 5,7,3'-
trihidroxi-4,5°-(2"""",2"""-dimetilpiran)-8-2"-di-(3-metil-2-butenil)-(2S)-flavanona,
CMi es de 6.3 pg/mL, contra M
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MABA  (Kanokmedhakul et al.,2004). Asi mismo, de Chrysantemum
morifolium se aislaron maniladiol, 3-epilupeol y 4-epoxihelianol, cuyas CMi’s
fueron de 4,4 y 6 pg/mL al ser evaluados por MABA contra M. tuberculosis
H37Rv (Akihisa et al., 2005).

ANTECEDENTES QUIMICOS Y BIOLOGICOS DE LAS
ESPECIES A INVESTIGAR.

Las especies pertenecientes al género Aristolochia
(ARISTOLOCHIACEAE Juss), son hierbas trepadoras de tallos simple o
ramificado con hojas alternas, simples, perennes y aromaticas. Las
inflorescencias son axilares, con flores actinomorfas o zigomorfas, pediceladas,
el caliz gamosépalo, inflado basalmente, formando un utriculo, el limbo de
colores vistosos, de purpureo a amarillo, entero a 3 lobado, algunas veces
unido al tubo en la parte central o peitado, la corola generalmente ausente,
raramente con 3 pétalos; los estambres varian de 5 a 6, los filamentos estan
libres o unidos a la columna estilar o ginostemo, en 1-2 series, las anteras con
ditécicas, con decencia longitudinal, ovario infero, apocarpico o sincarpico, 5-6
locular, 5-6 carpelar, la placentacion axilar, évulos numerosos anatropos, el
estilo solitario, engrosado, el estigma 3-6 lobado. El fruto es una capsula o
foliculo, 5-6 valvada, la dehiscencia septicida, semillas numerosas, triangulares,
el endospermo abundante, el embrién pequefio.

Este género comprende alrededor de 500 especies, la mayoria se
distribuyen en las regiones tropicales y subtropicales y muy pocas en regiones
templadas. En el continente Americano el género se encuentra distribuido
desde la vertiente sur y oriental de los Estados Unidos a través de México,
Antillas y América Central hasta Sudamérica (Argentina). En México se han
descrito 64 especies (Ortega-Ortiz y Ortega-Ortiz., 1997).

En diversas especies de este género se ha reportado la presencia de
lignanos, diterpenos, sesquiterpenos, flavonoides de diferentes partes vegetales
(Wu et al., 1999; 2000, 2002).

18




Algunas especies del género son comunmente utilizadas en la medicina
tradicional de diferentes latitudes para el tratamiento de mordeduras de
serpientes, por ejemplo en Colombia, A. grandiflora es utilizada como
antihemorragico en el caso de la mordedura de Bothrops atrox, y la
investigacion biolégica del extracto EtOH (96%) revel6 que posee moderada
neutralizacion sobre la toxina de B. atrox (Otero et al., 2000).

Algunas otras como A. paucinervis son utilizadas para el tratamiento de
infecciones en la piel, dolor abdominal e infecciones en las vias respiratorias
altas. La investigacién biolégica del extracto metandlico presenta actividad
antibacteriano contra gram positivos (Gadhi et al., 1999). Asi mismo, las hojas
de A. bracteolata (“worm killer"), poseen actividades antihelminticas vy
anticatarticas; también es util en el tratamiento de la sifilis, gonorrea, nacidos,
ulceras infectadas y otras enfermedades de la piel; el extracto EtOH posee
actividad cicatrizante (Shirwaikar et al., 2003). Por otro lado, el extracto MeOH
(raiz) de A. brevipes Beth posee actividad antibacteriana contra Bacillus subtilis
y Staphylococcus aureus (Encarnacion y Keer, 1991). En la medicina
tradicional china A. heterophylla es empleada como expectorante, antitusiva,
analgesico, antihistaminico, antiasmatico, tratamiento de mordeduras de
serpiente y antiinflamatorio, y compuestos aislados del extracto metandlico
mostraron actividad citotdxicas contra las células G2, 2, 15 -hepatoma (Wu et
al., 1999).

Respecto a Aristolochia taliscana, llamada comiunmente “guaco”, se
utiliza como remedio contra la diarrea, mordeduras de serpientes, y afecciones
dermatolégicas. Es una planta trepadora, de tallos delgados de 2-3 m de largo,
se distingue por un caliz limbico no bilobado, obtuso, y capsula de 3 cm En
México se distribuye en Sinaloa, Nayarit y Jalisco (Standley, 1920, Martinez,
1979).

Se ha informado que el extracto MeOH de la raiz posee actividad
tripanocida, y cémo responsables de la actividad biolégica se encontraron al
eupomatenoide-7, la licarina A, el austrobailignano-7, y la fragransina E4, en un
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rango de MC,o de 25-75 ug/mL (Figura 8).

También se aislaron el

eupomatenoide-1 y licarina B (Abe et al., 2002, Enriquez et al., 1984). Por
otra parte, del extracto EtOH:H20 (1:1), se aislé el dehidrodiisoeugenol

(lonescu et al., 1977), y de las fracciones polares del extracto bencénico de

raiz se aislé la taliscanina —Figura 8- (Maldonando et al., 1966).
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Figura 8. Compuestos aislados del extracto MeOH de A. taliscana.
(Abe et al., 2002, Maldonando et al., 1966)

Cabe mencionar que en la evaluacién preeliminar de los extractos Hex y
MeOH de las partes aéreas de la planta, se encontrd, que inhiben ca. 100% y
43.7%, respectivamente, el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv, al ser

evaluadas por el método radiorespirométrico a la concentracién de 100 pg/mL.

La Aristolochia elegans Mast., se conoce comunmente como “Patito”, y
se utiliza como planta ornamental por sus flores vistosas. Las caracteristicas
morfolégicas que distinguen a A. elegans son: hojas cordiformes,
seudoestipulas orbiculares o reniformes, limbo peltado, ovado y vistoso, fruto
con una prolongacion rectilinea, circular en el apice surgiendo desde el ovario
(hipanto). Se encuentra desde los 380 hasta los 700 msns, en forma silvestre
en habitats tan diferentes como el matorral submontano en Nuevo Ledn, la
selva mediana espinosa de Tamaulipas y la selva alta perennifolia de Chiapas,
ademas del bosque caducifolio, bosque de encino, ecotonia de selva mediana
subperennifolia y selva baja caducifolia. Su floracion es de marzo a julio
(Ortega-Ortiz y Ortega-Ortiz., 1997).

El estudio fitoquimico muestra que posee diterpenos, lignanos y
alcaloides obtenidos a partir de los extractds de hojas, tallo y raices. Wu,
reporta la presencia de bifenil éter y porfirinas en el extracto MeOH de las hojas,
ademas de fitol, pB-sitosterol, (-)-pinoresinol, metilparabeno, acido p-
hidroxibenzoico, coridaldina, talifolina, nortalifolina, N-metilcoridaldina y N-metil-
6,7-dimetilisoquinolona. En Taiwan este arbusto se cultiva como planta
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ornamental (Wu et al., 2000). En la raiz y tallo de esta especie se encontraron
4 tetralonas, aristolegona-A, -B, -C, -D, una isoquinolona, pericampilinona-A,
cuatro éteres bifenilicos, aristogina-A, -B, -D, y —E, tres lignanos, aristolgina-A, -
B, y —=C y un dimero, aristolina que es un diterpeno unido al acido aristoléquico
(Wu et al., 2002). Desde el punto bioldgico esta especie no ha sido objeto de
investigacion alguna y tampoco existen trabajos que describan su actividad
antimicobacteriana.
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PLANTEAMIENTO

La tuberculosis es una de las grandes epidemias mundiales y al
encontrarse dentro de las primeras 20 causas de muerte en México, constituye
una enfermedad reemergente. Hoy en dia los paises desarrollados han
retomado dentro de sus objetivos de salud erradicarla y para ello han planteado
diferentes programas de tratamiento y control. Sin embargo, no se han
obtenido resultados favorables que disminuyan los casos de TB, y peor aun se
ha incrementado la presencia de cepas MFR de M. tuberculosis; lo que agrava
mucho el perfil epidemiolégico de la enfermedad. Dada esta problematica, en
los ultimos afios la investigacion cientifica se ha enfocado a la busqueda de
alternativas para el tratamiento de la enfermedad y las plantas utilizadas en Ila
medicina tradicional representan un recurso potencial para encontrar nuevos
compuestos con importante actividad antimicobacteriana o bien obtener
moléculas prototipo que permitan el desarrollo de nuevos agentes antifimicos
En la literatura existen trabajos donde se describen investigaciones de tipo
quimico-biodirigido realizados sobre especies vegetales seleccionadas con
base a su uso tradicional; mediante el cual se han aislado compuestos con
importante actividad antimicobacteriana. Sin embargo, a la fecha son escasos
los trabajos de esta naturaleza realizados sobre especies utllizadas en la
medicina tradicional mexicana, por lo que este proyecto propone investigar de
manera quimica biodirigida dos especies vegetales del género Aristolochia,

como fuente potencial de principios con actividad antimicobacteriana.

HIPOTESIS

Las investigaciones de tipo quimico biodirigido realizadas en especies
vegetales usadas para el tratamiento de la tuberculosis y/o sintomas
relacionados con la enfermedad, conilevan a la obtencion de compuestos
activos contra M. tuberculosis u otras cepas de micobacterias.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antimicobacteriana de los extractos hexanico vy
metandlico de las especies medicinales Aristolochia taliscana y A. elegans, y
obtener los metabolitos secundarios responsables de la actividad biolégica,

mediante investigacién quimico-biodirigida.

Objetivos especificos

1. Colectar las especies vegetales, preparar ejemplar de herbario para su
identificacion botanica y realizar operaciones preliminares.

2. Preparar los extractos hexanico y metanolico de las especies Aristolochia
taliscana (partes aéreas) y A. elegans (partes aéreas, rizoma y semillas).

3. Determinar la actividad antimicobacteriana de los extractos hexanico y
metandlico de cada especie vegetal mediante el método
radiorespirométrico BACTEC 460.

4. Realizar el fraccionamiento quimico de los extractos mas activos, via
cromatografia en columna fase normal.

5. Evaluar las fracciones primarias obtenidas para determinar la actividad
antimicobacteriana, por el método radiorespirométrico BACTEC 460.

6. Aislar los compuestos presentes en las fracciones activas y que son
responsables de la actividad antimicobacteriana, mediante el empleo de
diversas técnicas cromatograficas.

7. Establecer la concentracién minima inhibitoria de los compuestos activos
por el método radiorespirométrico BACTEC 460.

8. Determinar la estructura quimica de los compuestos responsables de la
actividad antimicobacteriana mediante el andlisis de sus datos

espectroscopicos y espectrométricos.
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MATERIAL Y METODO

SELECCION DE LAS ESPECIES

Las especies en estudio fueron seleccionadas bajo criterio etnobotanico,
tomando en cuenta el uso popular en la medicina tradicional mexicana para
tratar padecimientos relacionados con la TB, ademas del criterio
quimiotaxonémico. En una investigacién preliminar se encontré que los
extractos Hex y MeOH de las partes aéreas de Aristolochia taliscana inhiben el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a la concentracion de 50 pg/mL al ser
evaluados por MABA, y estos mismos extractos (Hex y MeOH), presentan ca.
100% y 43.7% de inhibicién respectivamente sobre el crecimiento de M.
tuberculosis al ser evaluados por el método radiorespirométrico BACTEC 460 a
la concentracion de 100 ug/mL.

COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL Y OPERACIONES
PREELIMINARES

a) Aristolochia taliscana: Se adquirieron 1.3 k (peso seco) de las partes
aereas de la especie en el Mercado de Sonora, en el Distrito Federal. La
identificacion botanica de la especie lo realizé el grupo del herbario
IMSSM.

b) Aristolochia elegans: el material vegetal se colecté en Piedra Parada,
municipio de Teocelo, Ver., en mayo del 2003. Un ejemplar de herbario,
se deposito en el herbario IMSSM. EIl material limpio (de tierra y
materiales extréﬁos) se seco a temperatura ambiente y a la sombra, para

detener los procesos enzimaticos, se pes6 y fragmenté manualmente.
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PREPARACION DE EXTRACTOS

La preparacion de los extractos se realizé via maceracién, sumergiendo
el material vegetal en Hex y MeOH (Mallinckrodt) de manera sucesiva y
exhaustiva. Posteriormente, se filtr6 y el disolvente se eliminé en un
rotaevaporador Buchi Water Bath acoplado a una bomba de vacio Buchi Vac
V-513, y a un recirculador ECO 20 a 40°C.

Para el extracto Hex de A. taliscana se realizaron 4 maceraciones de una
duracién aproximada de 15 dias cada una. Posterior a este procedimiento, el
mismo material se maceré cuatro veces con MeOH por el mismo tiempo. Los
rendimientos de cada extracto se muestran en la Tabla 1.

Para la obtencion de los extractos de A. elegans se separ6 el material
vegetal en: partes aéreas (hojas y tallos), rizoma y semillas. Cada una se
sumergié en le disolvente correspondiente (Hex y MeOH) de manera
consecutiva y exhaustiva. Posteriormente, el disolvente fue eliminado a 40°C al
vacio (en un rotaevaporador acoplado a una bomba de vacio y a un

recirculador). Los pesos y rendimientos de cada extracto se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 1. Peso y rendimiento de los extractos de A. faliscana.

Extracto Peso (g) Rendimiento (%)
Material seco Extracto obtenido
Hex 1300 34.9 2.32.
MeOH 1300 14 .4 0.96

Tabla 2. Peso y rendimiento de los extractos de A. elegans.

Extracto Peso (g) Rendimiento
Material seco | Extracto obtenido | (%)
Hex Semillas |15.0 0.10 0.69
Hojas 191.3 0.38 0.31
Rizoma |121.0 - 12.52 1132
MeOH |Hojas 6.0 0.05 0.95
1 Rizoma [191.3 16.2 8.46*

*dato por corroborar.
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Como primer paso, los extractos Hex y MeOH fueron sometidos a un
analisis en Cromatografia de capa fina (CCF) para detectar la presencia de
alcaloides (acido aristoléquico), usando como sistema de elusién
CHCI3:MeOH:AcAc (65:20:2) y como agente revelador solucién de ninhidrina al
5% en H,SO, al 60% (Wagner et al., 1984).

ENSAYO BIOLOGICO

La actividad antimicobacteriana de los extractos, fracciones vy
compuestos puros fue evaluada por el método radiorespirométrico BACTEC
460, segun lo descrito por Cantrell y colaboradores (1996, 2001), y Collins vy
Franzblau (1997). Este método es considerado por la FDA como el estandar
de oro para determinar la actividad antimicobacteriana de sustancias de origen
natural o sintético y para determinar farmacosensibilidad -CMI para las cepas
que se sospechan resistentes- (Heifets, 2000). Para este ensayo biolégico se
emplea medio liquido 7H12 o 12B Middlebrook (Becton Dickinson, Cockesville,
MD, USA) enriquecido con acido palmitico marcado isotopicamente, mismo que
es metabolizado por la micobacteria liberando "“CO, el cual se cuantifica de
manera automatica en el equipo BACTEC 460, las lecturas obtenidas nos
indican el indice de Crecimiento (IC) de la micobacteria, que mediante la

siguiente férmula se expresa como porcentaje de inhibicion:

1- (IC de la muestra problema/ IC de la muestra control) x 100

En este ensayo se empleo como control positivo un farmaco de primera
linea R con CMI in vitro de 0.25 ng/mL (Cantrell et al, 2001). El
microorganismo de prueba fue M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27244). Cada
ensayo se realizd por duplicado, y el resultado es el promedio de las lecturas.
Se consideraron activos aquelios extractos que presentaron mas del 90% de
inhibicién sobre le crecimiento del microorganismo de prueba. En el caso de
compuestos puros se realizaron las diluciones correspondientes para
determinar la CMI. El ensayo biologico se realizd en una campana de flujo

laminar, tipo lil, con luz UV y bajo estrictas condiciones de esterilidad.
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El cultivo semilla del M. tuberculosis H37Rv se preparé inoculando un vial
(medio 12B, Middlebrook) con 100 uL de micobacterias (cultivo reciente) con
un IC de 999. Una vez inoculado el vial se incuba a 37°C con 5% de CO.,
durante 7 dias o hasta que este vial alcancé un IC de 999 (maximo 10 dias).
Las lecturas se toman cada 24 h después del tercer dia de incubacion.

Las muestras a evaluar (extractos, fracciones y compuestos puros) se
solubilizaron en dimetil sulféxido (DMSO) a la concentracién de 4 mg/mL
(solucién stock) para obtener una conéentracién final de 100 ug/mL en el vial de
prueba y se preparan al momento de utilizarse esterilizandose por filtracion
empleando una membrana estéril de 0.22 um de diametro (Millex-FG, Millipore,
Bedford, MA), depositandola en un tubo Eppendorf estéril. De la solucion stock
se. realizan diluciones seriadas (1-1/16) para obtener las concentraciones
deseadas (100-1.3 pg/mL); de cada solucién se toman 100 pL y ée colocan en
un vial con medio 7H12 6 12B, Middlebrook, posteriormente se inocula este
medio con 100 puL del cultivo semilla de micobacterias, se agita para uniformar
la solucién y los viales se incuban a 37°C durante 7 dias o hasta que vial del
cultivo control alcance un IC de 999; tomando lectura cada 24 h después del
tercer dia de incubacion.

En cada ensayo se colocan tres controles: uno de vehiculo (DMSO), uno
con medio de crecimiento, y control positivo (R).

Como primer paso se evaluaron los extractos a la concentracion inicial de
100 pg/mL. Posteriormente, se realizaron diluciones (50, 25 pg/mL) para

determinar la CMI de cada extracto.

FRACCIONAMIENTO QUIMICO-BIODIRIGIDO

Aquellos extractos que inhibieron mas del 90% el crecimiento de M.
tuberculosis a la concentracion evaluadas (25-100 pg/mL) fueron objeto de un

fraccionamiento quimico.

28




a) Aristolochia taliscana:

El extracto Hex (15 g) se fraccioné quimicamente, utilizando CC fase
normal empacada con 150 g de gel de silice 60 de 70-230 A de malla, (Merck).
Como fase movil se utilizé Hex, CHCIl; y MeOH y mezcla de ellos con grado de
polaridad creciente. Los 15 g de extracto se solubilizaron en CHCI; y fueron
adsorbidos en el 10% de silica (15 g). Se colectaron 72 fracciones de 250 mL
cada una, mismas que fueron reunidas en 15 grupos de acuerdo con su perfil
quimico al realizarles cromatografia en capa fina (CCF) usando cromatoplacas
de silica gel 60 F2s4 (Merck) y como agente revelador H,SO,4 (Merck) acuoso al
10%.

En la Tabla 3 se describen los sistemas de elucion utilizados, las
fracciones colectadas y reunidas y el porcentaje de rendimiento de cada uno de
ellos. Una vez agrupadas las fracciones se realizaron placas comparativas con
estandares (como B-amirina, B-sitosterol, taraxesterol, fitol, quercetina vy

camperol) para detectar la presencia de estos compuestos en las fracciones
obtenidas.

Tabla 3. Fraccionamiento primario del extracto Hex de A. taliscana.

Sistema Fracciones Clave Peso | Rendimiento
(%) Colectadas = Reunidas (mg) %
Hex 100 1-14 1 F1 22.9 0.15
2-5 F2 91.4 0.61
6-13 F3 6.9 0.06
Hex:CHCI, 15-48 14-22 F4 917.4 6.12
90:10 23-25 F5 455 1 3.01
26-30 F6 9751 6.50
31-35 F7 1562.7 | 1042
36-40 F8 1513.2 10.09
41-46 F9 26249 17.50
Hex:CHCI, 49-58 47-50 F10 2070.6 13.80
75:25 51-54 | F11 1738.3 | 11.58 |
15556 | F12 3972 265
Hex:CHCI, 59-64 57-60 F13 643.3 4.29
50:50 61-64 F14 783.3 522
CHCI; 100 65-69 65-68 F15 271.1 1.81
CHCIs:MeOH 70-71 70-72
50:50
MeOH 100 72
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Las fracciones primarias (F2, F4, F6, F8, F9, F10, F12 y F14) fueron
objeto de evaluacién antimicobacteriana. Un segundo grupo de fracciones
evaluadas fueron las F2, F5, F6, F7, F8-10, F12 y por (ltimo se evaluaron las
fracciones F1, F2, F3, F5, F8-10, y F12. Las fracciones primarias que inhibieron
mas 95% el crecimiento de M. tuberculosis a la concentracién 50 pg/mL fueron
evaluadas a concentraciones menores (50-6.25 ung/mL) para determinar su CMI
y sometidas a diversos procesos cromatograficos para aislar los compuestos
presentes en dichas fracciones.

Aislamiento del compuesto A

En la fraccién primaria F6 precipitaron 975 mg de un compuesto
mayoritario y puro (compuesto A) de color amarillo que cristalizé en forma
agujas transparentes, con pf de 82-86°C (Fisher-Johnes Melting Point
Apparatus), sin corregir, Rf = 0.55 en el sistema Tol:AcOEt 97:3 y soluble en
CHCI3. Este compuesto se comparé con los estandares de fitol, taraxasterol, p-
sitosterol y p-amirina. Ademas, se obtuvieron los espectros de IR, UV, DC,
RMN-"H y "°C, EM y CG-EM para su identificacién quimica. EI compuesto fue
sometido a evaluacién antimicobacteriana por el método radiorespirométrico

Bactec 460 en diluciones seriadas (100-12.5 ng/mL) para determinar su CMI.

Fraccionamiento secundario de F8-F10

Debido a la similitud en CCF y a los resultados de la actividad bioldgica,
las fracciones F8, F9 y F10 se reunieron. De esta reunion se tomaron 2.5 g que
fueron recromatografiados en CC (fase normal) empacada con gel de silice 75 g
y adsorbida en 7.5 g. Mediante este proceso se obtuvieron 93 fracciones de
150 mL que se reunieron en 14 grupos de acuerdo al perfil mostrado en CCF.
Los sistemas de elucién empleados, las fracciones eluidas, el agrupamiento de

las mismas, asi como el peso y el rendimiento de los grupos se describen en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Recromatografia de la fraccién primaria F8-10 de A. taliscana.

‘Sistema Fracciones Clave Peso Rendimiento
(%) Colectadas | Reunidas (mg) %
Hex 100 16 1-19 FA 15.5 0.62
Hex:CHCI; 90:10 |7-13 20-24 FB 5.9 0.23
Hex:CHCIl, 80:20 |14-19 25-28 FC 5.0 0.2
Hex:CHCI; 70:30 |20-26 29-31 FD 41.1 1.64
Hex:CHCIl; 60:40 |27-31 32-34 FE 12.5 0.5
Hex:CHCI; 50:50 |32-34 35-40 FF 403.1 16.12
Hex:CHCI; 40:60 |35-71 41-43 FG 391.7 15.66
44-47 FH 459.3 18.37
48-55 Fl 257.2 10.28
56-63 FJ 357.2 14.28
64-67 'FK 5.2 , 0.20
Hex:CHCI; 25:75 |72-77 69-76 - FL 82.8 3.28
CHCI; 100 78-89 78-89 FM 34.2 1.36
CHCI;:MeOH 90-93 90-93 FN 189.4 7.57
50:50

En la fraccion secundaria FD se obtuvo 40 mg del compuesto A y en la
fraccion secundaria FF se detectd la presencia de compuesto mayoritario
(compuesto B) con Rf fue 0.55 usando el sistema de elusién CHCl;:MeOH
97.03, esta fraccion fue sometida a un analisis de CG-EM donde se observan
tres compuestos, uno de ellos mayoritario con TR 18.82 min.

En la fraccion secundaria FJ se detecté un compuesto mayoritario
(compuesto C) con Rf de 0.38 en el sistema de elusion CHCl;:MeOH 97:3.

Las fracciones secundarias FD, FF, FG y FJ fueron sometidas a
evaluacion antimicobacterina (100-12.5 pg/mL) con la finalidad de determinar su
CMI, dado que presentaban compuestos mayoritarios e inhibian mas del 90 %

el crecimiento de M. tuberculosis a 100 ug/mL, en una primera evaluacion.

Aislamiento del compuesto B

En las fracciones secundarias (activas) FF, FG, y FH, se detect6 la
presencia de un compuesto mayoritario B que se sospechaba correspondia al
diterpeno fitol, por lo que se realizé una co-cromatografia de la fraccion FF con
una referencia comercial de fitol (Sigma Co) usando como sistema de elusion

CHCI3:MeOH 10mL.:40 ul, observandose que existe diferencias en el Rf, siendo
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para el primero de 0.55 y para el fitol de 0.38. Por lo que se procedié a purificar
el compuesto mediante re-cromatografia en columna fase normal, sometiendo a
purificacién 400 mg de FF. Para ello se emplearon 12 g de gel de silice como
fase estacionaria (proporcion 1:30), y como fase movil, Hex, CHCI;, MeOH y
mezclas de ellos en grado de polaridad creciente. Se colectaron 78 fracciones,

las cuales se agruparon en 8 grupos de acuerdo a su perfil cromatografico en
CCF (Tabla 5).

Tabla 5. Recromatografia de la fraccion secundaria FF de A. taliscana

Sistema Fracciones Clave | Peso | Rendimiento
(%) Colectadas | Reunidas (mg) (%)

Hex 100 1-19 1-29 Fa 3.3 0.825
Hex: CHCI3 98:2 20-25 30-31 Fb 1.5 0.375
Hex: CHCI3 90:10 26-30 32-42 Fc 90 22.5
Hex:CHCI3 95:5 31-36 43-45 Fd 1756 [43.9
Hex:CHCI3 93:7 37,39 46-62 Fe 66.3 16.57
Hex:CHCI3 90:10 40 63-67 Ff 19.8 14.95
Hex:CHCI3 80:20 41 68-75 F 18.2 |4.55
Hex:CHCI3 75:25 42-61 Fh **
Hex:CHCI3 50:50 62-65
Hex:CHCI3 25:75 66-67
CHCI3 100 67-75
CHCI3:MeOH 50:50 |76-77
MeOH 100 78

** no esta seca

En las subfracciones Fc y Fe se detectd la presencia del compuesto B,
como compuesto mayoritario, pero presentaba compuestos adicionales con Rf
_ similar; por lo que se probaron diversos sistemas de elusiéon (CHCI;:MeOH 97:3,
Hex:CHCI;:MeOH 7:90:3, Hex:CHCl;:MeOH 9:99:1, Hex:CHCl, 955,
CH.CI;:EtOH 97:3, Hex:CHCI; 95:5, Hex:CHCI; 25:75, Hex:CHCIz 50:50) para
lograf la mayor separacién posible de los compuesto presentes y someterlos a
cromatografia en placa preparativa. De los sistemas probados el que presenté
mejor resolucién fue Hex:CHCI;:MeOH: 9:99:1, este sistema fue utilizado para
realizar la CCF tipo preparativa; para ello se utilizaron 4 placas de 20x20 cm
(Kieselgel 60 F,s4, MERCK). Se utilizaron 80 mg de Fc y Fe, obteniéndose 67
mg de compuesto puro. Este compuesto se obtuvo como un polvo marrén, con
punto de fusién de 100-104°C (soluble en CHCIly). Para la identificacion
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estructural de este compuesto se obtuvieron los espectros de IR, UV, DC, EM,
RMN-'H y RMN-'3C y CG-EM.

Aislamiento del compuesto C

En la fraccién secundaria FJ se detectd la presencia de un compuesto
mayoritario, por lo cual se someti6 a re-cromatografia en CC para su
purificacién. Para ello se sembraron 300 mg de muestra en 9.0 g de gel de
silice, usando como fase moévil Hex, CHCl; y MeOH, y mezclas de elios en
grado de polaridad creciente. En la Tabla 6 se describen los sistemas de

elusién, fracciones colectadas, las reuniones de las mismas, su peso y su
rendimiento.

Tabla 6. Recromatografia de la fraccion secundaria FJ de A. taliscana.

Sistema Fracciones Clave | Peso | Rendimiento
(%) Colectadas | Reunidas (mg) (%)

Hex 100 1-18 1-40 Fa" |48 16

Hex:CHCIl; 95:5 |19-29

Hex:CHCI; 90:10 |30-78 41-57 Fb" |249.1* |83.03
58 Fc© |59 1.96
59-61 Fd" |6.8 2.26
62-69 Fe" |[11.3 3.76

: 70-78 Ff* |1.9 0.66

Hex:CHCI, 75:25 |79-89 79-97 Fg" [5.6 2.16

Hex:CHCI; 50:50 | 90-97

CHCI; 100 ~98-103 98-102 Fh” |8 2.66

CHCI;:MeOH 104-107 103-107 Fi* |11.5 3.83

50:50

*Peso de aguas madres ( 53.1mg) y precipitado (196 mg).

En la subfraccién Fb’ se obtuvieron cristales de color blanco al momento
de eliminar el solvente, por lo que esta fraccién se lavo con Hex bidestilado
(100%) para eliminar las impurezas presentes, y posteriormente fue
recristalizada con CHCI;, obteniéndose 196 mg de compuesto puro
(compuesto C). Este compuesto se obtuvo en forma de polvo blanco con pf de
107-110°C, soluble en CHCIs;, ademas se obtuvieron sus espectros de IR, UV,
DC, EM, RMN-"H y RMN-"*C, para su identificacion quimica.
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Tanto los compuestos B y C fueron objeto de evaluacion

antimicobacteriana en el rango de concentraciones de 50-6.25 ug/mL para
determinar su CMI.

b) Aristolochia elegans:.

El extracto Hex del rizoma de A. elegans (2.2 g) fue fraccionado en CC
de fase norma, en 6.6 g de gel de silice (malla de 0.063-.0200, proporcién 1:30,
Merck). Se utilizé como fase mévil Hex, CHCIl; y MeOH, y mezclas de ellos en
grado de polaridad creciente. Se obtuvieron 85 fracciones de 100 mbL c¢/u, que
se reunieron en 13 grupos, de acuerdo a su perfil cromatografico mostrado en
CCF. Se realizaron placas comparativas entre las fracciones primarias de A.
elegans y A. taliscana para detectar la presencia de compuestos activos afines
(previamente aislados de A. taliscana). Los pesos y rendimientos de las
fracciones colectadas, asi como los sistemas de elucién empleados se
expresan en la Tabla 7.

Tabla 7. Fraccionamiento primario del extracto Hex del rizoma de A. elegans.

Sistema (%) Fraccion | Grupo | Peso (mg) |Rendimiento W
(%)
Hex 100 1 Fli 355.6 16.16 i
Hex 100 2-7 Fll 721 3.28
Hex:CHCI; 95:5 8-13 Fill 475.7 21.62
Hex:CHCI; 90:10 14-22 FIv 499 2.27
Hex:CHCI; 80:20 23-31 FV 12.2 0.55
Hex:CHCI; 80:20 32-33 FVI 11.8 0.53
Hex:CHCI, 80:20 34-38 Fvil 169.4 7.7
Hex:CHCI; 70:30 39-45 FVIII 534 2.42
Hex:CHCI; 50:50 46-51 FIX 129.0 5.86
Hex:CHCI; 50:50 52-59 FX 65.7 298
Hex:CHCI; 25:75 60-72 FXI 396. 18.00
CHCI; 100 73-75 FXil 58.1 2.640
CHCI;:MeOH 80:20 | 76-85 FXIII 189.5 8.6136

La comparacion nos permitié detectar que en las fracciones FVIl y F-X se
encuentran los compuestos B y C respectivamente. En la fraccion F-l estan

presentes los compuestos de la F2 de la primera especie investigada. En la F-
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IV se detect6 la presencia de una mezcla de compuestos diferente a los
previamente detectados en las fracciones de A. faliscana; esta fraccién fue
enviada a un analisis de CG-EM, para detectar los compuestos presentes en
ella. Ademas, se detect6 la presencia de p-sitosterol en las fracciones F-IX y X.
Dada las caracteristicas quimicas de estas fracciones (F-i, I, IV, VI, y X) se

sometieron a evaluacién antimicobacteriana.
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DETERMINACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS
ACTIVOS.

Para determinar las estructuras quimicas de los compuestos activos se
obtuvieron los espectros de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de
hidrégeno (RMN-'H) y de carbono trece (RMN-'C), espectrometria de masas
por impacto electronico (EM-IE), cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-EM), dicroismo circular (DC) y espectro de
ultravioleta (UV).

El DC se determiné en un polarimetro marca Perkin Eimer, modelo 345,
usando como disolvente MeOH. Los espectros de IR se obtuvieron en el
espectrémetro Bruker Mod Tensor 27, celda NaCl de 5 mm de ancho, en
pelicula y los espectros de UV se obtuvieron en un Shimadsu UV160U, en
MeOH.

Los espectros de RMN-'H se obtuvieron en espectrometro Eclipse de
300 MHz Joel (E) y Bruker-Avance 300 MHz utilizando como referencia interna
TMS y como disolvente CDCls. Los espectros de RMN-">C se obtuvieron en el
espectro Variant Unity de 300 MHz, usando como disolvente CDCls y como
referencia interna TMS. Los EM fueron obtenidos en un espectdémetro Jeol AX
505 HA a70eV.

Los espectros de CG-EM fueron obtenidos en un cromatégrafo Hewlett
Packard modelo 5890 serie Il, usando una Columna capilar HP-5MS (5%
fenilmetil polisiloxano) de 30 m largo, 0.25 mm d.i. y de 0.25 ym de espesor de
pelicula y He (Praxair, grado 5.0 -ultra alta pureza-) como gas transportador,
con flujo de 1 mL/min., tipo de inyeccién split 1:30, y el volumen inyectado 1 pL.

La pureza de los compuestos se determind empleando cromatoplacas de
silica gel, 60 Fsz1 (Merck).

Los puntos de fusion se tomaron un aparato Fisher-Johns Melting Point

Apparatus, y se reportan sin corregir.
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REACTIVOS Y CONDICICNES DE SEGURIDAD

Los disolventes usados fueron grado reactivo analitico (RA) marca
Mallinckrodt, destilados o bidestilados y la eliminacién de los mismos se realizé
mediante los servicios de la compafia Manejo Integral de Residuos, S.A. de
C.V.

Todo el material utilizado para la evaluacién de la actividad
antimicobacteriana fue desechado en contenedores adecuados previa
esterilizacion (15 Ib por 1 h), ademas estos ensayos se realizaron bajo estrictas
condiciones de bioseguridad e higiene, en una campana de flujo laminar (tipo
lll) con luz UV, usando bata de seguridad, guantes y cubrebocas.
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RESULTADOS

ESTUDIO QUIMICO BIODIRIGIDO DE A. taliscana.

La evaluacion biolégica de los extractos, fracciones y/ compuestos puros
se realizo por el método radiorespirométrico Bactec 460, usando M. tuberculosis
H37Rv como microorganismo de prueba, segun lo descrito por Cantrell et al.,
1996, 2001; Collins y Franzblau, 1997.

La maceracion del material vegetal de A. taliscana permitié la obtencion
de 34.9 g del extracto Hex y 14.4 g del extracto MeOH, obteniéndose
rendimientos del 2.32 y 0.96 %, respectivamente (Ver Tabla 1 de Metodologia).

Una vez obtenidos los extractos se realizé la evaluacion
antimicobacteriana donde se encontrdé que el extracto Hex es activo,
presentando un 99.99% de inhibicion sobre M. tuberculosis H37Rv a 100 pug/mL
y una CMI de 50 pg/mL, mientras que el extracto MeOH fue poco activo
presentando un 46.34% de inhibicidon sobre el crecimiento de la micobacteria a

100 pg/mL por el método antes mencionado (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de los extractos Hex y MeOH de A. taliscana,
contra M. tuberculosis H37Rv, a 100 pg/mL.

A. taliscana \7Concentraci6n evaluada | Ext. Hex | Ext. MeOH
(ng/mL)
Partes aéreas 100 89.99 46.34
50 96.64 0.0
| 25 62.11 0.0

Con base en estos resultados decidimos fraccionar quimicamente el
extracto Hex para aislar los compuestos responsables de la actividad
antimicobacteriana.

Este fraccionamiento permitié la obtencion de 15 grupos (F1-F15)
mismos que se agruparon de acuerdo al perfii mostrado en CCF.y fueron
evaluadas mediante el método radiorespirométrico Bactec 460 ®. El primer lote
de fracciones evaluadas fue: F2, 4, 6, 8, 9, 10, 12, 14, posteriormente fueron
evaluadas las fracciones las F2, F5, F6, F7, F8-10, F12 y por ultimo se
evaluaron las fracciones F1, F2, F3, F5 F8-10,y F12. La evaluacion por etapas
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de las fracciones se hizo por dos razones, una por el costo del ensayo
radiorespirométrico, y la segunda y mas importante fue la de explorar la
actividad biolégica de las fracciones. En el primer lote resultaron activas las
fracciones F2, 6, 8, 9, 10 y 12 e inactivas la F4 y 14, por lo que en el segundo
lote se confiimé la actividad de las fracciones activas y se evaluaron
adicionalmente la F5 y F7, resultando poco activas estas ultimas. En el tercer
lote se evaluaron nuevamente las fracciones F2, F8-10 y F12 y las que faltaban,
F1, 3y 5, que no presentaron actividad importante.

Las fracciones activas F2 y F6 fueron objeto de dilucién para determinar
la CMI; dado que de F2 se contaba con escasa cantidad (914 mg) y F6
presentaba un compuesto puro y mayoritario, el resto de las fracciones fueron
evaluadas a 100 ng/mL. Los porcentajes de inhibicién se muestran en la Tabla
9 y Grafica 1.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicién de las fracciones primarias de A. taliscana
contra M. tuberculosis H37Rv.

Clave| Concentracién (ug/imL) | % de inhibicion
F1 100 94.59
F2 100 95.40
50 94.93
25 73.64
12.5 77.45
F3 100 72.18
F4 100 0.0
F5 100 88.88
F6 100 94.39
50 89.95

25 850 |
F7 100 74.07
F8-10 | 100 96.23
F12 | 100 88.47
F14 100 12.3
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@ % inhibicién

F2 F3 F4 F5 Fé F7 F8-10 F12 F14
Fracciones evaluadas

Grafica 1. Porcentaje de inhibicién de las fracciones primarias de A. faliscana, contra M. tuberculosis H37Rv a
100 pg/mL. Método radiorespirométrico Bactec 460. Control positivo: rifampicina (CMI in vitro 0.25 ug/mL)

Las fracciones que presentaron mas del 95% de inhibicién fueron F2 y
F8-10. EIl primer grupo (F2) no fue fraccionado quimicamente por falta de
muestra ya que en el proceso de fraccionamiento se obtuvieron 91.4 mg de
muestra. Esta fraccion inhibe en un 95.40% el crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv a 100 pg/mL y su CMl es de 50 pg/mL (94.93%). El analisis por CG-EM
mostrdé que esta fraccion presenta un compuesto mayoritario con TR de 17.22
min y PM de 272, que corresponde a la FM CyH3,. Ademas, se observan dos
picos minoritarios con TR de 10.97 min y 16.29. Falta enriquecer la fraccion

para realizar la identificacion de los compuestos.

Elucidacion estructural de los compuestos puros.

En la fraccién primaria F6 al momento de eliminar "el disolvente se
obtuvieron 975 mg de compuesto puro (compuesto A), de color amarillo que
cristalizd en forma de agujas transparentes en CHCI;, con un punto de fusién de
82-86°C y soluble en CHCI;. Este compuesto presento un 94.39% de inhibicion
sobre el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a 100 ug/mL, y su CMI fue 25
ug/mL. La identificacion quimica del compuesto se realizé mediante el analisis

de los datos espectroscopicos y espectromeétricos.
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En el espectro de IR (Espectro 1) se observan sefiales para carbonos de
tipo alifatico (2900 cm™), carbonos de tipo aromatico (1600 cm™) y sefales para
grupo éter (1050-1200 cm™"). En espectro de UV se observan que el compuesto
absorbe a las longitudes de onda (A)meon de 208, 218 y 270 nm (Espectro 2).
En el CG-EM (Cromatograma 1) se observa la presencia de un s6lo compuesto
con TR de 15.02 min y PM de 324, este peso molecular se corroboré al realizar
el EM-IE (Espectro 3). En EM se observa el ion molecular a m/z 324. Otros
fragmentos importantes que permitieron la identificaciéon de la molécula fueron a
m/z 202 (Fragmento A), 121 y 75 (Fragmento B) —Figura 9.

293 m/z
oy © > agmiz | D

CH: 15miz CH3

309 m/?/\‘@ @ 202 miz
OCHs
121 m/z CHs p—
oy
202 m/z > 202 m/z o >
/ 0

OCH, OCH; 75 m/z

Fragmento A Fragmento B

121 m/z

@>

Figura 9. Fragmentos observados en el EM-IE del compuesto A.
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En el espectro RMN-">C modalidad DEPT (Espectro 4) se observan

sefales para 20 atomos de carbono, que corresponden a 9 metinos, un

metilendioxi, un metoxilo, 2 metilos y siete carbonos cuaternarios (Tabla 12).
Con los datos de EM y RMN-3C, y la comparacion con lo reportado en la

literatura (Enriquez et al., 1984) se pudo determinar que la molécula presenta
una FM de ConzoO4.

b)

d)

En la RMN-'H (Espectro 5) se observaron las siguientes sefales:
Un doble en 84 1.37 con Ji.me= 6.8 Hz, que integra para tres protones, y
fue asignado al metilo ubicado en el C-3. Ademas, se observa un doble

de doble (dd) en 84 1.86, que integra para tres protones, con J,.,= 1.6

Hz y J;,=6.6 Hz y fue asignado a un metilo (y) unido a una doble
ligadura.

Un singulete en &y 3.88, que integra para tres protones, y que
corresponde a los protones del grupo OCH; ubicado en el C-7

Una sefal multiple en &4 3.37"-3.45, que integra para un protén con Ja.me=
6.8 Hz que corresponde al protén (H-3) que interacciona con los protones
de un metilo y con el protén del metino (H-2). ;

Un doble en 84 5.09 con J,.3=8.97 Hz, que integra para un protén y que
corresponde al metino ubicado en C-2, cuyo valor de J nos ayudo a
determinar la estereoquimica de este centro quiral. Ademas se observa
Ln singulete en &4 5.95 que integra para dos protones y que corresponde
a los dos hidrégenos del grupo metilendioxi. :

Un cuarteto dobleteado centrado en &4 6.04-6.15 con Jj, = 159 y
Jp-,=6.6 Hz, que integra para un proton. Por el desplazamiento quimico
de Ia’ sefal esta corresponde a un H de doble ligadura del grupo
propeniylo ubicado en el C-5 y fue asignado al proton .

Un doble de doble en 34 6.35 con J,¢ = 15.87 Hz y J,.,= 1.7 Hz que
integra para un protdn y corresponde a un metino de doble ligadura del

grupo propenilo ubicado en el C-5 y fue asignado al protén a.
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g) En la zona de protones aromaticos se observan las sefales que se
describen a continuacion:
g.1) en 3y 6.79 se observa una sefal simple, que integra para un proton
y fue asignada al proton H6. En &4 6.72-6.79 de observa una sefal
miultiple, que integra para un protén, con Js,¢= 1.5 Hz y fue asignado a H-
4.
g.2) en &4 6.87 se observa un doble de doble, que integra para dos
protones y fue asignado a los metinos H-5" y H-6" con Js = 8.3 Hz y
J2e=0.44 Hz
g.3) en &y 6.92 se observa una sefal doble que integra para un proton,

misma que fue asignada al metino H2 cuya Jy.s= 1.6 Hz.

Con estos datos se pudo corroborar que el compuesto A corresponde a
la Licarina B (Figura 10), cuyo punto de fusién reportado es de 89-90°C,
(Enriquez et al., 1984) y de 91-92°C(Aiba et al., 1973). Este compuesto
se aisl6 previamente en el extracto de éter de petrdleo y del MeOH de A.
taliscana, (Enriquez et al., 1984, Abe et al., 2002). La estereoquimica del
centro quiral C-2, se determiné mediante la J que presentan los hidrégenos 2 y
3 (J2:3= 8.97 Hz), y el valor de [a]*°p = - 0.262.

OCHj

Licarina B

Figura 10.
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Otro grupo de fracciones activas fue F8-10 (96.23% inhibicion a 100
pg/mL). En esta fraccion se detecté la presencia de p-amirina, p-sitosterol y fitol
(que no fueron aislados pero fueron comparados con estandares comerciales);
ademas de otros compuestos. En la recromatografia en CC de este grupo
permitié la obtencién de 14 grupos de fracciones secundarias (Tabla 4 de
Metodologia). En la fraccion secundaria FD se detectd la presencia del
compuesto A (41.1 mg). En la FF se detecté la presencia de (-sitosterol y un
compuesto mayoritario con Rf diferente al fitol. En las fracciones FG, FH y Fl se
detectd la presencia de B-sitosterol y fitol. Las fracciones con compuestos
mayoritarios (FD, FF, FG vy FJ), fueron sometidas a evaluacion

antimicobacteriana obteniéndose los resultados descritos en la Tabla 10 y
Gréfica 2.

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de las fracciones secundarias de A.

taliscana.
Fracciéon = Concentracion % de Compuestos
(pg/mL) inhibicion | detectados
FD 100 93.37 A
50 81.0
25 85.0
12.5 80.1
FF 100 99.77 B y fitol
50 99.7
25 954
12.5 90.89
FG 100 99.64
FJ 100 100 C,
50 08.9 B-sitosterol
25 84.4 g
125 28.82 | |
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80 ; 2 Concentraciones
% de inhibicién 80 . ‘ E100 ug/mL
" W50 ug/mL
40 025 ug/mL
012.5 ug/mL

FD FF FG FJ

Fracciones evaluadas

Gréfica 2. Porcentaje de inhibicion de las fracciones secundarias de A. taliscana contra M. tuberculosis
H37Rv. Método radiorespirométrico Bactec 460. Controf positivo: R (CMI in vitro 0.25 ug/mL).

Con estos datos se pudo determinar que la actividad se encontraba en
dichas fracciones, por lo que se procedié a aislar los compuestos mayoritarios
presentes y responsables de la actividad biolégica mediante diversos métodos
cromatograficas.

La recromatografia en CC de la FF (400 mg) permitié obtener 9 grupos
de fracciones. En las fracciones terciarias Fc (90 mg) y Fe (66.3 mg) se realizé
CCF preparativa (80 mg) con la finalidad de aislar el compuesto mayoritario.
Con este procedimiento se obtuvieron 67 mg de compuesto puro (compuesto
B) que es un polvo color marrén, soluble en CHCI; y con pf de 100-104°C.

Es espectro se IR y UV (Espectro 6 y 7) se observaron las mismas
senales que en el compuesto anterior. En el EM-IE (Espectro 8) se observa el
mismo peso molecular a m/z 324. Otros fragmentos que permitieron la
ideptificacién de la molécula se describen en la Figura 11.

_l1111,wc;,_|3 15 m/z :
% N oo, | NN N )
309 m/z 0O 293 miz K%\O Hi;:’% OCZJ‘I mz
OCH, OH OCH, OH
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OH
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Figura 11. Fragmentos observados en el EM-IE del compuesto B

En el espectro de RMN-"*C, modalidad DEPT (Espectro 9), se observan
sefiales para 20 atomos de carbono, que corresponde para 2 metoxilos (uno
mas que el compuesto A), 2 metilos (los dos sobre doble ligadura), 7 metinos
(dos menos que el compuesto A) y 9 carbonos cuaternarios (dos mas que el
compuesto A (Tabla 12). Con los datos de EM y de RMN-"°C se pudo
determinar que la molécula presenta una FM de CyoH200, y PM de 324. Esta
FM es la misma que present6 el compuesto A.

El espectro de RMN-'H (Espectro 10) es muy similar al del compuesto A

con las siguientes diferencias:

a) un doble de doble en 84 1.90, que integra para un protén, con J,_.= 1.5
Hz y Js,= 6.6 Hz y fue asignado al metilo (y). Ademas, se observa una

sefial simple en &4 2.4, que integra para tres hidrégenos y corresponde al
CH3 ubicado sobre el C-3 (cuaternario); esta sefial se observa como un
doble para el compuesto A (ya que este metilo se ubica sobre el C-3 e
interacciora con su metino). Ademas, en este espectro desaparecio la
sefial para el metino en C-2.

b) dos sefiales simples en &y 3.97 Hz y 4.035 que corresponden a los
grupos metoxilo (OCHs;) ubicados en C-7 y C-3’, respectivamente. En
este caso se observa un metoxilo adicional ubicado en C-3°, que en el
caso del compuesto A se tiene un grupo metilendioxien C3"y C4".

c) una senal simple en 8y 5.75 tipica para OH fendlico.
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En la zona de protones aromaticos se observan las mismas sefiales que
se describieron para el compuesto A.

Con estos datos se pudo corroborar que el compuesto B corresponde al
Eupomateniode-7 (Figura 12) previamente reportado en la especie por
Enriquez ef al., 1984, Abe et al., 2002, del cual se han descrito los pf 105-
106°C y 106-107°C Bowden et a/., 1972; Enriquez et al., 1984).

Eupomatenoide-7

Figura 12.

Ademas, la fraccion secundaria FF fue objeto de un andlisis CG-EM
(Cromatograma 2), donde se observa un pico mayoritario con TR de 18.82 min
y en su EM se observa el ion molecular para el Eupomateniode—7 (324). Los
picos 1 y 2 presentan TR de 10.22 min (PM= 222) y 17.90 (PM de 324)
respectivamente, pero estan en muy pequefa cantidad. Esta fraccion mostro
100% de inhibicién a 100 pug/mL y una CMI 6.25 ug/mL sobre el crecimiento de
M. tuberculosis H37Rv.

La fraccion secundaria FJ present6 ca. 100% de inhibicion a 100 ug/mL y
su CMI fue de 25 pg/mL. En la recromatografia (CC) se obtuvieron 9 grupos de
fracciones terciarias. En la subfraccion Fb’ se obtuvieron 196 mg del
compuesto C, que cristalizé en forma de un polvo blanco al momento de

eliminar el solvente, presentando pf de 107-110°C. Su Rf es de 0.55 en el
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sistema elusién Hex:CHCI; 97:3. Este compuesto mostré un 100% de inhibicién
a 100 pg/mL vy al realizarle diluciones seriadas se encontré que presenta una
CMI de 25 pg/mL (93% de inhibicién). La identificacion quimica se realizd

mediante el analisis de los datos espectroscopicos y espectrométricos.

En el espectro de IR y UV (Espectro 11 y 12) se observan las mismas
sefales que en los compuestos anteriores. En el CG-EM (Cromatograma 3) se
observa la presencia de un sélo compuesto con TR de 0.70 min y PM de 326,
este peso molecular se corroboré en al realizar el EM-IE (Espectro 13). En el
espectro RMN-"3C modalidad DEPT (Espectro 14) se observan sefales para 20
atomos de carbono, que corresponden a 9 metinos, 2 metoxilo (uno mas que el
compuesto A), 2 metilos (uno sobre doble ligadura) y siete carbonos
cuaternarios, en este caso no se observa la sefal para el grupo metilendioxi
(Tabla 12). Con los datos de EM y RMN-'C se pudo determinar que la
molécula presenta una FM de C,oH2204; con la diferencia que este compuesto
presenta dos uma mas que el compuesto Ay B.

El espectro de RMN-"H (Espectro 15) para este compuesto (C) presenta
practicamente las mismas sefiales observadas para el compuesto A. Las
diferencias son las siguientes.

a) la senal simple correspondiente al grupo metilendioxi (64=5.95) esta

ausente, y en su lugar aparece una senal simple en 64 3.89 que
_ corresponde a un metoxilo adicional que se ubica en el C-3"; ademas,
se observa la presencia de una sefial simple en 64 5.63 que
corresponde al grupo OH fenolico ubicado en C-4". La presencia de
estos grupos se confirma en el EM (Espectro 13) al observar picos de

m/z 203 y de m/z 123 que corresponde a la perdida de los fragmentos
EyF.
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Figura 13. Fragmentos observados en el EM-IE del compuesto C.

Con estos datos se pudo corroborar que el compuesto C corresponde a
la Licarina A (Figura 14) para la cual se han descrito los pf de 133-134°C (Aiba
et al.,, 1973), 136°C (Enri quez et al., 1984); 102-104°C, (Achenbach et al.,
1987). La estereoquimica del carbono quiral C-2 de este compuesto se

determiné por el valor de la J,.3= 9.36 Hz y el valor de [a]*°p = -0.15.

OCHj 5

Licarina A
Figura 14.
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Tabla 11. Datos de desplazamiento quimico en ppm de RMN-'H para los

compuestos A, By C (Referencia TMS, disolvente CDCls)

Protén A B C
2 5.09; J;2=897Hz | = emeeee 5.09
3 3.37-3.45; us.=68Hz | = em—em- 3.39-3.47; Jype=6.72
Hz
4 6.72-6.79; Jos=1.5Hz 7.03; Jue=1.5Hz 6.77; Jss=6.15Hz
6 6.79 6.82; Jo= 1.5Hz 6.77; Jes=6.15 Hz
2 6.92 7.01 6.97
5 6.87; Jse=83Hz 7.25-7.32 6.897
Jos=0.44 Hz
6’ 6.87; Jse= 8.3, 6.98 6.892
Jog= 0.44 Hz
o 6.35; J.,=1587Hz 6.49; J.,=159Hz, | 6.36; U, ,=1584Hz,
Jouy =17 Hz Jo=1.5 Hz Jom 1.77 Hz
B 6.04-6.15; J, .= 159 Hz, J,,=6.5Hz | 6.15-6.27; J,.= 159 Hz, | 6.04-6.16, Js.= 15.7 Hz,
Js,= 6.6 Hz Jo.= 6.45 Hz
Y 1.86; J, =16 Hz, 190, J.=115Hz, | 1.86;, J_.=1.74Hz,
J, 5= 6.6 Hz Jys= 6.6 Hz J,5= 6.72 Hz
CH; (3) 1.37;  Jswe=6.84 Hz 2.40 137, Jime=6.75Hz
OCH; - 3.88 3.97 3.87
OCH; (3) | = e 4.03 | 3.89
OCH. 595 | e | e
OH (4) | = e 575 5.62

Tabla 12. Datos de desplazamiento quimico en ppm de RMN-"3C para
los compuestos A, B y C (Referencia TMS, disolvente CDCls).

Carbono A B | [
2 93.38 151.48 | 93.77
3 45.75 110.19 | 45.61
32 133.08 133.05 | 133.28
4 113.34 109.16 113.32 ]
5 132.21 133.61 132.20
6 109.29 104.42 109.29
7 144.10 177.82 144.43
72 146.50 142.09 146.58
1’ 134.32 123.67 132.11
2’ 106.77 109.43 108.94
3 147 .87 146.58 146.66
B 4 147 58 109.43 L 145 58
| 5 108.04 114.44 114.07
6’ 120.18 120.62 119.95 ;
o 130.91 131.46 | 130.93 |
B 123.44 124.36 ! 123.45 |
¥ 17.87 ‘ 18.41 18.33 |
CH, 18.33 9.57 j 17.56
OCH; 55.94 56.05 | 55.93
| OCH; (3) | = e 56.09 j 55.97
OCH, 10106 | e L e
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ESTUDIO QUIMICO BIODIRIGIDO DE A. elegans.

Se prepararon los extractos de semillas, hojas y rizoma con Hex y MeOH
de manera consecutiva y exhaustiva, obteniéndose los pesos y rendimientos
descritos en la Tabla 2 de Metodologia.

Posteriormente se llevo a cabo la evaluacién bioldgica por el método
previamente descrito, observandose que el extracto Hex del rizoma fue el mas
activo, siguiéndole el MeOH. EI extracto Hex de las semillas presento6
moderada actividad (76.90% a 100 pg/mL). El resto de los resultados se
muestran en la Tabla 13. |

Tabla 13. Porcentaje de inhibicién de los extractos Hex y MeOH de A. elegans
contra M. tuberculosis H37Rv.

Especie Concentracion Extracto Extracto
A.elegans evaluada (ug/mL) Hex MeOH
Hojas y tallos 100 22.0% 32.00%
Rizoma 100 ’ 99.870% | 90.10%
Semillas 100 | 76.90% Nd

nd: no determinado

Basandonos en estos resultados decidimos fraccionar quimicamente el
extracto Hex del rizoma, del cual se obtuvieron 107 fracciones, reunidas en 15
grupos. Mediante comparacién en CCF con fracciones y compuestos
previamente obtenidos de A. taliscana decidimos someter a evaluacién 5
fracciones (FI, Flll, FIV, FVIl y FX), a 100 ug/mL, obteniéndose los resultados
expresados en la Tabla 14.

Tabla 14. Porcentaje de inhibicién de las fracciones
primarias de A. elegans contra M. tuberculosis H37Rv a 100 pg/mL.

Fraccién Concentraciéon % de ;

(ng/mL) |__inhibicion |
F 100 66.36 |
Fll 100 | 21.52 |
FIV | 100 T o847 |
FvIL | 100 9252 |
[FX ] 100 89.01 |
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Grafica 3. Porcentaje de inhibicion de las fracciones primarias de A. elegans 100 ug/mL. Método
radiorespirométrico Bactec 460. Control positivo: rifampicina (CM! in vitro 0.25 ug/mL).

Como se observa, a la concentracion evaluada (100 ug/mL) las
fracciones mas activas fueron FIV y FVII, y FX presentando 98.5, 92.5 y
89.01% respectivamente. En la FIV se detecto la presencia de un compuesto
mayoritario al revelar la CCF con H,SQ, (acuoso al 10%) sin calentamiento, por
lo que se envi6 a analisis por CG-EM (Cromatograma 4), donde se observé que
la fraccion presenta un compuesto mayoritario con TR de 13.78 min y PM de
274. Por la cantidad obtenida de esta fraccion (49.9 mg) no fue posible
determinar la estructura quimica del mismo. Para la identificacion quimica se
requiere enriquecer dicha fraccion y purificar el compuesto.

En la Fraccion F VII (activa) se detectd la presencia del Eupomatenoide-7
(aislado de A. faliscana), y de ella se realizaron diluciones seriadas para
determinar su CMI, que fue de 12.5 ug/mL. Los resultados se muestran en la
Tabla 15 y Grafica 4.

Tabla 15. Porcentaje de inhibicion de FVII de A. elegans contra M.
tuberculosis H37Rv, en el rango de concentraciéon de 100-6.25 ug/mL.

Concentracion [100  [50 |25 125 [6.25 |

/mL) | | I |
[ Porcentaje de |97.54 /9554 9543 19520 72.85
| __inhibicién } ‘ | :

| |

52




[ % de inhibicién |

100 50 25 1258 6.25
Concentraciones evaluadas (pg/mL)

Gréafica 4. Porcentaje de inhibicion de las fraccion primaria FVII de A. elegans a 100-6.25 ug/mL Método
radiorespirométrico Bactec 460. Control positivo: rifampicina (CMI in vitro 0.25 pg/mL).

Otra fraccién activa fue FX (89 %), y por CCF se detecto la presencia la

Licarina A y de B-sitosterol. En esta especie no se encontré Licarina B.
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DISCUSION

La busqueda de nuevos agentes antifimicos es urgente debido a la alta
incidencia de la TB y a la aparicion de cepas MFR, que son dificiles de tratar
con farmacos actuales. Por otro lado, el dificil diaghéstico (inadecuado vy
tardio), la presencia de TB extrapulmonar que en muchas ocasiones son
provocadas por cepas diferentes de M. tuberculosis, el fracaso de los
tratamientos y el costo elevado del mismo aunado, a los diversos efectos
secundarios que provocan; hacen que cada vez sea mas dificil tratar este
padecimiento. Ademas, la OMS ha implementado diversas estrategias (como el
TAES) para eliminar la enfermedad y dentro de ellas esta la busqueda y
desarrollo de nuevos medicamentos antitubercufosos; que acorten la duracién
del tratamiento, que sean activos contra cepas MFR, de menor costo, mas
eficaces y menos toxicos.

En México, la TB es un problema prioritario de salud, por su elevada
incidencia, siendo Veracruz, Chiapas, Baja California, los estados con mayor
numero de casos. Los sistemas oficiales de salud nacionales (SSA, ISSSTE,
IMSS, PEMEX) han implementado la estrategia TAES; sin embargo, la
cobertura es de aproximadamente el 60%. Por lo que la busqueda de
sustancias antituberculosas en diversas fuentes naturales (hongos, algas,
bacterias y plantas) y/o sintéticas son de interés internacional y nacional.

De las plantas medicinales se han aislado compuestos
farmacolégicamente activos, entre los que podemos mencionar: el taxol,
etopésido, artemeter y metmorfin, actualmente de uso clinico. La investigacién
sobre agentes anti-TB ha permitido encontrar compuestos con importante
acitvidad in vitro, por ejemplo, el ergosterol-58-endoperoxido, 12-
demetilmulticaulina, fitol, lecheronol cuyas CMI's son de 1, 046, 2 y 4 pg/mL,
respectivamente (Cantrell et al., 1996, 2001; Watcher et al., 1998, 1999;
Woldemichael et al., 2004).

Los resultados del presente trabajo son continuaciéon de una linea de

investigacion donde se explora el potencial antimicobacteriano in vitro de

54




plantas medicinales mexicanas, obteniéndose mediante fraccionamiento
quimico-biodirigido los compuestos responsables del efecto bioldgico.

La evaluacién preeliminar de los extractos hexanico y metandlico de A.
laliscana, demostré que ambos inhiben el crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv, siendo mas activo el extracto hexanico, por lo que se aislaron los
compuestos responsables del efecto antimicobacteriano mediante un
fraccionamiento quimico biodirigido. La actividad se concentraba en las
fracciones primarias F1, F2, F6, F8-10 y F12 con los que suponemos que dicho
efecto no se debe a un sélo compuesto. Las fracciones F1 (22.9 mg) y F2 (91.4
mg) presentaron un buen porcentaje de inhibicion sobre el crecimiento de M.
tuberculosis H37Rv pero la cantidad obtenida mediante el fraccionamiento fue
escasa por lo que no se pudieron identificar los compuestos; cabe mencionar
que de la fraccidn F2 se realizé la CG-EM, donde se observa la presencia de un
compuesto mayoritario con TR de 17.22 min y PM de 272, que al parecer
corresponde un diterpeno con nlicleo ent-kaureno; este tipo de metabolitos no
se ha descrito en A. taliscana pero si en A. elegans (Vila et al., 1997, Shi et al.,
2004). En la literatura se ha descrito que numerosos diterpenos presentan
importante actividad antimicobacteriana, como la 12-demetilmulticaulina,
obtenida de Salvia multicaulis, con MIC de 0.46 yg/mL; por lo que es necesario
enriquecer la fraccion y aislar los compuestos activos.

Otra de las fracciones activas fue F6, de donde se obtuvieron 975 mg de
Licarina B en forma casi pura. La elucidacion estructural de este compuesto se
hizo mediante el analisis de sus datos de IR, UV, DC, EM-IE, RMN-"°C y RMN-
H, y por comparacion con lo reportado en la literatura (Enriquez et al., 1984),
la evaluacién antimicobacteriana in vitro permitié determinar su CMI (25 pg/mL).
Este compuesto fue previamente aislado del extracto MeOH y éter de petrdleo
de A. taliscana (Abe et al., 2002, y Enriquez et al., 1984) de Myristica fragrans
(Kim et al., 1991), Machilus thunbergii y M. obovatifolia (Park et al., 2004; Tsai
et al., 2001), y fue inactivo in vitro contra los epimastigotes de Tripanosoma
cruzi (Abe et al., 2002); otra actividad que se ha reportado es el efecto
~ insecticida contra Bombyx mori (Lewis y Davin, 1999).
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En la recromatografia en CC de la fraccion F8-10 se obtuvieron
cantidades adicionales de Licarina B, ademas se aislo el Eupomatenoide-7 (67
mg) y la Licarina A (249.1 mg). La determinacién de las estructuras quimicas
se realiz6 mediante el analisis de sus datos de IR, UV, DC, EM-IE, RMN-"3C y
RMN-"H, y por comparacién con lo reportado en la literatura (Enriquez et al.,
1984), la evaluacion antimicobacteriana in vitro permitid determinar su CMi,
siendo de 6.25 y 25 pg/mL, respectivamente. Estos dos compuestos fueron
aislados de A. ’arcuata y A. taliscana (Francisco et al., 2003; Abe et al., 2002;
Enriquez et / al., 1984) y presentan actividad tripanocida, siendo su
concentracion minima de inmovilizacion de epimastigotes de 25 y 40 pg/mL,
para cada uno (Abe et al., 2002). La licarina A fue aislada de Machilus
thunbergii, M. obovatifolia, Piper kadsura (Park et al., 2004; Tsai et al., 2001,
Ma et al, 1993) y presenta efecto neuroprotector en el modelo de
neurotoxicidad en células corticales de rata inducida con glutamato (Ma et al.,
2004), induce fragmentacion del DNA internucleosomal en células HL-60 -
leucemia promieloide de humano- (Park et al., 2004), e insecticida contra
Spodoptera litura (Lewis y Davin, 1999). |

La actividad antimicobacteriana in vitro de los tres neolignanos aislados
de A. taliscana es de: 25 pg/mL para licarina Ay B (Figura 10y 14)y de 6.25
pg/mL para el Eupomateniode-7 (Figura 12). Mediante la observacion de las
estructuras quimicas vemos que la presencia de la doble ligadura entre C2-C3,
contribuye de manera importante al incremento del efecto antimicobacteriano.
Por otro lado, la presencia del grupo metilendioxi entre C3" y C4" en la Licarina
B, al parecer no juega un papel importante en la actividad antimicobacteriana
de este tipo de compuestos, porque a diferencia de la Licarina A que presenta
un grupo metoxilo y un grupo OH fenoiico en las mismas posiciones (C3"y C4’),
no cambia el efecto biologico, siendo para ambos compuestos la CMI de 25
pg/mL. En el Eupomatenoide-7, también estan presentes los grupos metoxilo y
OH fendlico en C3" y 4°, como en la Licarina A, pero la diferencia de actividad
es notoria, ya que para el primero la CMI es de 6.25 pg/mL, mientras que para

el ultimo fue de 25 pg/mL, lo que sugiere que el efecto bioldgico esta
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determinado por al presencia de otra diferencia quimica estructural, como la
doble ligadura presente en C2-C3 para el Eupomatenoide-7, y ausente en la
Licarina A.

Dentro de la busqueda de agentes antimicobacterianos en plantas
medicinales se reportan que los compuestos responsables de este efecto son
mayormente terpenos (triterpenos, sesquiterpenos y diterpenos (Cantrell et al.,
2001, Okunade et al., 2004) y algunos alcaloides (Okunade et al., 2004). En
la revisién realizada por Copp (2003), se reporta que el unico neolignano con
actividad antimicobacteriana (CMI de 64 pug/mL) es el derivado
dehidrobenzofurano del 14-acetilviscidona, aislado de propoleo chileno. Por lo
que, los resultados reportados en el presente trabajo constituyen los primeros
que describen el efecto antimicobacteriano de Licarina A, Licarina B y
Eupomatenoide-7.

Aristolochia elegans fue seleccionada en primera instancia con base en
el criterio quimiotaxonémico, dado que la especie biosintetiza lignanos y ha sido
poco investigada (Vila et al., 1997, Wu et al., 2002). Se utiliza tradicionalmente
para mordeduras de serpientes y como ornamental; a la fecha se ha descrito su
potencial antibacteriano, contractil y antiviral; sin embargo, no se ha explorado
el potencial antimicobacteriano, por lo que se realizé el fraccionamiento quimico
biodirigido del extracto hexanico del rizoma (mas activo). Se detectaron
algunos compuestos previamente aislados en A. faliscana; ent-kaureno en la Fl
(al igual que el F2 de A. taliscana), el Eupomatenoide-7 en la FVIl y en la FIX la
Licarina A. Estas fracciones presentaron importante actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv, especialmente la FVII, cuya CM! fue de
6.25 yg/mL. Cabe mencionar que en ninguna de las fracciones primarias de A.
elegans se detectd la presencia de Licarina B y que en la FIV se detecto un
compuesto mayoritario que en el EM-IE presenta un PM de 274 (ausente en A.
taliscana) y se presume que es el responsable de la actiidad
antimicobacteriana, sin embargo falta por identificarlo.

Con esto podemos concluir que el efecfo antimicobacteriano en el

extracto hexanico del rizoma de A. elegans se debe a la presencia de la
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Licarina A, y Eupomatenoide-7, previamente aislados en A. faliscana. Este
trabajo constituye el primer reporte que describe la presencia de estos
compuestos en esta especie, ademas del importante efecto biolégico.

Por ultimo, es importante mencionar que en los extractos investigados
(hexanicos) de A. elegans y A. taliscana no se detectd la presencia de Acido

aristoléquico y/o derivados.
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CONCLUSIONES

. El estudio quimico bioldégico de especie medicinales mexicanas
contribuye a explorar el potencial de este recurso natural como fuente de
agentes farmacolégicamente activos.

o La seleccion de especies basada en el criterio etnobotanico vy
quimiotaxonoémico, constituye un buen punto de partida para obtener sustancias
con importante actividad antimicobacteriana.

o Los extractos Hex de las especies Aristolochia taliscana y A. elegans
inhibieron el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv casi al 100%, lo que indica
que contienen compuestos activos contra el microorganismo.

o Mediante el fraccionamiento quimico-biodirigido de los extractos activos,
se obtuvieron tres compuestos responsables del efecto antimicobacteriano; y
mediante el énélisis de sus datos espectroscopicos y espectrométricos, fueron
caracterizados como Licarina B, Licarina A y Eupomatenoide-7.

o Los compuestos aislados son de tipo neolignano, y la CMI para la
Licarina A y Licarina B fue de 25 ug/mL, mientras que el mas activo fue el
Eupomatenoide-7 con una CMi de 6.25 ug/mL.

. Este es el primer trabajo que describe el potencial antimicobacteriano de
las especie A. taliscana y A. é/egans, asi como el efecto contra M. tuberculosis

de los neolignanos aislados en los extractos activos.
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