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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es un grave problema de salud publica y se calcula que una tercera parte
de la poblacion mundial esta infectada por Mycobacterium tuberculosis, y presenta el riesgo de
desarrollar la enfermedad producida por un solo agente patdgeno, siendo esta la segunda causa
de muerte. En 1993, se consideré a la TB como emergencia mundial por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y no ha sido controlada debido a las dificultades en su diagnostico
y tratamiento; en el 2005 a nivel mundial existian entre 10.2-11.9 millones de personas
infectadas y la prediccion para el 2020 es que aproximadamente 70 millones de individuos
moriran por TB; por lo tanto, se espera que entre 1998 y 2030, se reporten 225 millones de

nuevos casos y moriran 79 millones por esta causa.

En el pais se tiene el problema por TB aunado a la presencia de cepas multidrogoresistentes
(MDR) de M. tuberculosis, propiciando el aumento de casos y dificultando su tratamiento. La
presencia de éstas cepas, hacen que los tratamientos actuales sean poco efectivos, mas costosos,
prolongados y con severos efectos secundarios, por lo que la TB en México constituye una de
las 20 causas de muerte. Otro factor importante que contribuye al aumento de los casos de TB,
es la presencia de enfermedades que comprometen el sistema inmunolégico como por ejemplo

el SIDA 'y el cancer entre otras.

La OMS promueve una estrategia de lucha contra la TB basada en la deteccién rapida de los
casos, mediante la identificacion de los pacientes infectados y la administracion supervisada de
los farmacos [programa Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES)]; sin
embargo, uno de los aspectos méas problematicos en el tratamiento de la TB, es el rapido

desarrollo de resistencia.

Con base a lo anterior se ha intensificado la busqueda de nuevos agentes antituberculosos, a
partir de diferentes fuentes naturales con miras a obtener compuestos activos y/o que

coadyuven en el tratamiento de la enfermedad. Dentro de las fuentes naturales se encuentra
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Calliandra houstoniana, especie vegetal que se utiliza para el tratamiento de tos seca, pulmonia

y/o padecimientos relacionados con la TB.

En el presente trabajo se describe la evaluacion antimicobacteriana del extracto hexanico de las
partes aéreas de esta especie y el aislamiento de los compuestos responsables de la actividad
bioldgica, empleando diversos métodos cromatograficos y como ensayo biologico el método
radiorespirométrico Bactec TB-460. Este proceso permitié detectar que el extracto hexanico
inhibid el crecimiento de M. tuberculosis Hz7Rv presentando un 94.72%, a la concentracion de
100 pg/mL. El fraccionamiento quimico-biodirigido del extracto permitio detectar que la
actividad se presenta en las fracciones F(4-6), F7 y F8, las cuales presentaron un 89.76, 71.0 y
99.45% de inhibicién a 100 pg/mL.

De la fraccién F(4-6) se aisl6 B-amirina, estigmasterol, B-sitosterol y la mezcla de a y B-
amirina, los cuales son responsables de la actividad. La fraccion F7 se sometid a un analisis por
HPLC aislandose la partendlida como principal componente, siendo la responsable de la
actividad, mientras en la fraccién F8 se aislo el acido ursélico como compuesto mayoritario y
responsable del efecto antimicobacteriano. Adicionalmente en la fraccion F3, se detectd la
presencia del acetato de P-amirina, una mezcla de ceras y el Oxido de cariofileno. La
caracterizacion quimica de los compuestos, se realizd mediante andlisis de los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-HY), Infrarrojo (IR), Espectrometria de Masas

(EM) y Cromatografia de Gases Acoplado a Espectrometria de Masas (CG - EM).

La investigacion quimico-biodirigida de ésta especie medicinal, permitio validar parcialmente
Su uso etnobotanico para tratar tos, tos seca, pulmonia y/o padecimientos relacionados con la
TB y permiti6 aislar e identificar la estructura quimica de los compuestos responsables en el

efecto antimicobacteriano.
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.- ANTECEDENTES

I.1.- EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL

La tuberculosis (TB) es un grave problema de salud publica y se estima que una tercera parte de
la poblacién mundial esta infectada por Mycobacterium tuberculosis, y en riesgo de desarrollar
la enfermedad.”® En 1993, se consideré a la TB como emergencia mundial por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)®®" y es una de las enfermedades no controladas
debido a las dificultades en su diagnéstico y tratamiento y es la segunda causa de muerte

producida por un solo agente patégeno.l**

La TB como una infeccidn latente y/o progresiva, es la primera causa de muerte tanto en paises
industrializados como en paises en vias de desarrollo.”*® A nivel mundial, México ocupa el
octavo lugar como causa de muerte por esta infeccion.'” Informes de la OMS, indican que la
TB ocasiona de dos a tres millones de muertes anuales en el mundo. En 1998, se reportaron 8.8
millones de casos, de los cuales murieron entre 2-3 millones de personas.®*! Hasta el 2000, en
el mundo existian un total de 90 millones de casos nuevos y 30 millones de muertes por esta
causa. La tasa de prevalencia en el ambito mundial es de 61.8 casos por cada 100,000
habitantes;*>*? en naciones Asiaticas y en el Africa Subsahariana tienen un aumento de més de
300 casos por cada 100,000 habitantes, teniendo casi el 50% de personas coinfectadas por M.
tuberculosis®™ y en América se presentan 34.2 casos por cada 100,000 habitantes.'>™¥! En
términos globales la OMS sefialo que América Latina tiene una incidencia de 80 casos activos
por cada 100,000 habitantes y que la tendencia a la reduccion es menor al 5% anual en algunos
paises y nula en otros.™ Se estimé que para el afio 2005 a nivel mundial hubieron entre 10.2™!
a 11.9 millones de personas infectadas y la prediccion para el 2020 es que aproximadamente 70
millones de individuos moriran por TB;!*®! por lo tanto, se espera que entre 1998 y 2030, se
reporten 225 millones de casos nuevos y existiran 79 millones de muertes; cifras que
aumentaran si no se toman medidas necesarias para su control.*’! La OMS promueve una
estrategia de lucha contra la TB basada en la deteccion rapida de los casos, mediante la

identificacion de los pacientes infectados y la administracién supervisada de los farmacos.[*’8!
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El tratamiento inicial recomendado por la OMS, involucra la administracion de cuatro farmacos
de primera linea” siendo: H, R, Z'y E o S (Figura 1) por dos meses, seguido de H y R por
cuatro meses o H y E por seis meses.*®*% En caso que el tratamiento con farmacos de primera
linea no resulte favorable, se recomienda la administracion de la mezcla de farmacos de primera
y de segunda linea; pero estos tratamientos son muy costosos y presentan reacciones

secundarias severas, ademas que en muchas ocasiones no se cuentan con estos.

Uno de los aspectos mas problematicos en el tratamiento de la TB, es el desarrollo rapido de
resistencia a farmacos. En 1997, la OMS y la Unién Internacional Contra la Tuberculosis y
Enfermedades Pulmonares (UICTEP) informaron la prevalencia de resistencia a medicamentos
antituberculosos de primera linea (H, R, Z y E) en 55 paises.'”? En promedio, la resistencia
primaria a cualquier droga fue de 9.9 a 10.4% y de 1.4 a 53% en el caso de la
Multidrogoresistencia (MDR),["*y el problema de MDR en casos nuevos es grave en paises
como Estonia, Latvia y Reptblica Dominicana.”® Otro informe emitido en el 2000, donde se
incluyeron 58 paises, indico que la prevalencia de resistencia a los farmacos fue del 10.75%, en
nuevos casos®! con resistencia principalmente a H y R (base de TAES)™™ y del 1.0% en casos
de MDR."*]

El aumento de los casos de TB se debe a los siguientes factores:
a) tratamientos y diagnésticos inadecuados,®*?? b) abandono de tratamientos,?! c)
migracion,®?! d) enfermedades que comprometen el sistema inmunolégico como el SIDA,[©#

23] ©31 desnutricion,™  alcoholismo,” )  problemas

cancer, diabetes mellitus,
socioeconémicos,’®*?Y f) aparicion de cepas MDR,**? g) deficiencias estructurales y de la
organizacion del programa de control de la B, h) contacto con personas con TB resistentes

a farmacos.™

“Farmacos de primera linea: Son aquellos que combinan el maximo nivel de eficiencia con un grado aceptable de
toxicidad; estos incluyen isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z). etambutol (E) y estrepctomicina (S).
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Figura 1. Farmacos antituberculosos de primera linea.

Adicionalmente se presentan factores con mayor impacto en el aumento de casos MDR-TB,
como: 1Y

a) tratamientos en las recaidas con farmacos de primera linea, b) falta de farmacos secundarios
para el tratamiento de pacientes con MDR, c) falta de laboratorios capaces de determinar

drogorresistencia (DR), d) factores extrapersonales que contribuyen a la falta de adherencia al
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tratamiento antituberculoso (barreras culturales y acceso de tiempo, distancia, disponibilidad y

costo del transporte).

Uno de los programas establecidos por la OMS y UICTEP en 1997, es el DOTS (Directly
Observed Treatment Short-Course) o el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado
conocido en América Latina como TAES,*" como estrategia para disminuir la tasa de TB (en
un 80%) y la frecuencia de aparicion de cepas MDR tanto en paises industrializados como en
vias de desarrollo.”*?®! Sin embargo, se ha planteado mejorar la estrategia, expandiendo el
programa TAES al resto del mundo para el control total del problema; siendo més accesible
para los pacientes con casos drogosensible, previniendo el desarrollo de DR.#172027] g por
ello que el problema de DR, atribuido a la presencia de estas cepas, agrava el perfil de la TB,

siendo necesaria la combinacién de farmacos de primera y segunda linea.[*>"!

Por otra parte, la presencia y aparicion de cepas MDR es muy frecuente y va en aumento, esto
se ve claramente en Paises como: Argentina, Bangladesh, China, Cuba, Estonia, India, Iran,
Israel, Italia, Latvia, Monzabique, Rusia, Reptblica Dominicana, el sur de Africa y México,**
122829 donde los tratamientos son cada vez més prolongados, poco eficaces y costosos,

representando un problema de magnitud global.*>*%)

La resistencia se desarrolla por dos vias: primaria y adquirida.” En promedio, en un estudio
realizado en 35 paises, la resistencia primaria fue de 9.9% y la MDR primaria es de 1.4%.["]
Estos resultados reflejan los problemas en la aplicacion y seguimiento del programa TAES, por
lo que casos cronicos se ha acomulado, presentdndose resistencia primaria y secundaria en un
23.0% de casos.™® Es asi que se presenta entre el 10 y 20% de resistencia a un farmaco o més
en la mayor parte del mundo y particularmente en Tailandia, China y Rusia con incidencias

superiores al 25% de resistencia primaria.”

* La resistencia primaria: es cuando las cepas son resistentes a uno o mas farmacos antituberculosos (H y R) sin
un tratamiento previo; mientras que La resistencia adquirida: aparece por los tratamientos inadecuados, o por
abandono de estos.**]
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En un estudio realizado entre 1997-1999, en Lima Peru; se encontraron cepas resistentes a seis
0 mas farmacos, por lo que se utilizan esquemas de tratamiento individualizado con farmacos
de segunda linea, basandose en los resultados de las pruebas de drogosensibilidad®®! y al
emplearse estos farmacos, la MDR prevalecié en un 16% después del tratamiento de los casos
nuevos de TB; por lo que el Programa (Peruano) Nacional de Tuberculosis propone introducir y

estandarizar el régimen del tratamiento con estos farmacos.”

En 2001, se implement6 una nueva estrategia TAES PLUS principalmente para casos de MDR,
donde los pacientes que no respondan al tratamiento del TAES, deben sujetarse a este programa
con el cual se espera una efectividad del 60% al 80%. Este estrategia se ha implementado en
aquellos lugares donde la MDR es elevado (Per(, Latvia, Estonia, Filipinas y Rusia).[?%%"3!
Este nuevo tratamiento consiste en la administracion de farmacos de segunda linea”™: K, CPX,
ETM, Z y E (Figura 2), por un periodo de 18 meses (en régimen diario) y Unicamente en los

tres primeros meses se administra K.*!

Con los escasos datos epidemiologicos disponibles sobre MDR-TB, existen regiones
especificas donde el problema es severo. Un modelo matematico, planteado en el 2000, indic
que el 3.2% de los casos nuevos a nivel mundial eran TB-MDR. La implementacion del TAES,
deberia prevenir la presencia de estas cepas; y el uso de farmacos de segunda linea para el
tratamiento de pacientes con MDR, son herramientas importantes para el control de la TB,
sobre todo en los casos de MDR.? Sin embargo, no ha sido posible aplicar lo anterior en
paises de mediano o bajos recursos, por lo que la OMS ha establecido una estrategia piloto
(TAES PLUS), que facilita el acceso a farmacos de segunda linea.l?) Los paises que presentan
esta problematica de MDR son: China, Rusia, Estonia, Latvia, Israel, Irdn, Momzabique, India,
Perd, México, entre otros. (Tabla 1).*” El Programa de Control de Tuberculosis (PCT), ha

implementado este esquema en China, Bangladesh y Nicaragua, reportandose tasas de éxito del

“Farmacos de segunda linea: son aquellos que a causa de la resistencia microbiana o de factores relacionados
con el paciente se pueden utilizar, etionamida (ETM), acido aminosalicilico (PAS), cicloserina (CS), amikacina
(AK), kanamicina (K), ciprofloxacina (CPX), capromicina (CM), ofloxacina (O), protionamida (P) y clofacimina

©).



Estudio quimico y evaluacion antimicobacteriana de Calliandra houstoniana

81.1% utilizando K, O, P, C, ETM, Z e H por tres meses, seguido de 12 meses de O, P, ETM, H
NH
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Figura 2. Farmacos antituberculosos de segunda linea.
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Por otro lado, se ha informado sobre la incidencia alarmante de MDR en América Latina, por
ejemplo en el periodo 1994-2002 se reporto, en Argentina (4.6 %), Bolivia (1.2%), Brasil
(0.9%), Cuba (0.7%), Per( (2.5%), Puerto Rico (1.9%), Republica Dominicana (6.6%),
Colombia (0.5%), Chile (0.4%), México (2.4%), Nicaragua (1.2%), Uruguay (1.7%)?°! de casos
y en general se presenta mas del 15% de resistencia a los farmacos de primera linea.

Tabla 1. Prevalencia de drogo-resistencia en casos nuevos de tuberculosis, en algunos paises.

Pais NUmero de % de Drogo-susceptibilidad % en MDR
Pacientes
Estonia 377 63.1 14.1
| Latvia 789 70.1 9.0 |
Rusia:
lvanovo 222 67.6 9.0
Tomsk 417 71.0 6.5
‘ Latvia 789 70.1 9.0 ‘
China:
Henan 646 65.0 10.8
Zhejiang 802 85.2 45
‘ Israel 307 80.8 8.1 ‘
| Iran 666 84.1 5.0 |
‘ India 384 81.3 3.4 ‘
| Mamzabique 1028 79.3 35 |
| Marruecos (Casablanca) 510 91.4 2.2 |
| Per( 1879 82.0 3.0 |
| Puerto Rico 160 88.8 25 |
México 334 85.9 2.4
(Baja California, Oaxaca y Sinaloa)
| Nicaragua 564 84.4 1.2 |
| Estados Unidos 12063 88.0 1.2 |

Informe por Espinal et al., 2001.

La OMS y UICTEP, reporta MDR en nuevos casos de TB en Argentina (4.6%), Republica
Dominicana (6.6%), Pert (2.5%);2% adicionalmente se presentan casos de MDR en

retratamiento, principalmente en Bolivia (4.7%) y Argentina (22.2%).5*]
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Tabla 2. Principal cobertura del DOTS/TAES en paises priorizados con prevalencia de

MDR TB.
Pais No. Cobertura Farmacos de Primera Resistencia a Cualquier
Casos de TB DOTS (%) Linea Farmaco

% de Drogo- % en % de Drogo- % en

susceptibilidad MDR susceptibilidad MDR
‘ Bolivia 9,272 50 74.5 1.2 58.9 4.7 ‘
| Brasil 78,628 10 91.4 0.9 85.6 6.1 ‘

Republica 5,320 10 59.4 6.6 47.9 19.7

Dominicana

| México 19,802 50 85.9 2.4 58.9 22.4 ‘
| Per( 41,730 100 84.6 2.5 64.0 15.7 ‘

Reportado por Organizacion Panamericana de la Salud, 2003%*' y Pablos-Mendez et al., 2003.

En 2001, las cifras mas altas de resistencia se registraron en Republica Dominicana y Ecuador;
en el 2003 en Argentina y en Costa Rica se presentd una tasa de incidencia de 30.5 y 17.35
casos por 100,000 habitantes.!®!
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1.2.- EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO

En Meéxico, la TB constituye una de las 20 principales causas de muerte,® estando en tercer

lugar después de neumonias y de las infecciones intestinalest***”]

y es la primera causa de
mortalidad por un sélo agente infeccioso,®”) ademés ocupa el noveno lugar por DR;
estableciéndose como un problema de salud publica de gran magnitud,™**® ubicando al pais
entre los 13 con mayor prevalencia de TB, segn reportd la OMS (1996 y 1997).B% Los
estados con mayor incidencia son: Baja California, Oaxaca y Sinaloa, segun un estudio
realizado en 1997, con una incidencia de 25.0 casos por cada 100,000 habitantes.[*) Otros datos
estadisticos, reportan que en la semana 43 del afio 2001 se presentaron 12,552 casos a nivel
nacional, registrdndose mayor incidencia en los estados de Veracruz, Chiapas, Guerrero,
Distrito Federal y Nuevo Ledn,®® Esta problemética obliga a abordar este padecimiento de
manera integral, pues su dificil control hace imprescindible la vigilancia mediante un equipo
multidisciplinario de salud para incidir sobre este proceso de salud-enfermedad.**! Chiapas
ocupa desde hace 10 afios, el primer lugar en casos de TB. Durante 1995 se presentaron 325
muertes en 1,527 casos nuevos, aportando el 7% de incidencia y el 9.4% del total de

defunciones por esta causa.!*!

En la actualidad, el control del padecimiento es dificil debido a la co-infeccion con el virus
inmunodeficiencia humana (VIH) especialmente en los casos de DR.%Y La infeccion con
VIH favorece la infeccion por M. tuberculosis favoreciendo la interaccion entre ambas
enfermedades, por lo que la TB activa es mucho mas alto para los casos de VIH (10% por afio)
que el de los infectados Ginicamente por M. tuberculosis (0.2% por afio).!

A nivel nacional se registra una tasa de mortalidad de 5.8 casos por cada 100,000 habitantes,
mientras que para el estado de Nuevo Leon, la tasa se eleva a 6.2 casos por 100,000 habitantes,
esto s6lo en 1992.1%! En 1996 el nimero de casos aumentd, particularmente en el estado de
Morelos, donde se le consider6 como un problema reemergente presentandose 19.4 casos por
cada 100,000 habitantes.”*” De acuerdo con los informes del Programa de Prevencién y Control
de la Tuberculosis; en la ultima década se han presentado por lo menos 27,000 casos
adicionales (en 1998), por lo que en este estado se han aplicado los lineamientos sefialados por
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la Norma Oficial Mexicana, para la Prevencion y Control de la Tuberculosis en la Atencion
Primaria a la Salud; que se basa en la vacunacion, el diagnostico mediante baciloscopias y el
tratamiento supervisado con farmacos; y ademas analizar de manera retrospectiva la eficacia y

la eficiencia del tratamiento."

En Veracruz, la morbilidad es de 30.9 casos por cada 100,000 habitantes y el rango de
mortalidad es de 8.0 casos por cada 100,000 habitantes; comparando estos rangos a nivel
nacional se tiene que es de 18.2 y 4.4 casos por cada 100,000 respectivamente. Estos datos son
el resultado del estudio realizado en los municipios de Orizaba, Rio Blanco, Nogales, Ciudad
Mendoza e Iztaczoquitlan."" En 1999, la incidencia de TB en este estado fue de 23.2 casos por
cada 100,000 habitantes siendo la mas alta a nivel nacional (13.1 casos por cada 100 000).24
Otros reportes realizados en Orizaba han documentado que el 21% de casos de TB
dianosticados no son notificados,[*! sin embargo se indica que la DR se presenté en un 42.6
casos por cada 100,000 en baciloscopia positiva y el 2.7% en pacientes con TB/HIV-1

seropositivo, por lo que la OMS implementa el programa TAES.[*]

El programa TAES recomendado por la OMS, es la principal herramienta para el control de la
TB,!“ éste programa garantiza que los pacientes sean tratados con H, R y Z durante dos meses,
continuando con H y R por otros cuatro meses. En caso de retratamiento, se adiciona ETM o S
para su tratamiento y asi disminuir la TB, pero la resistencia antimicrobiana ha provocado el
fracaso del tratamiento,'*”! ademés de la inclusion (sin previa prueba de drogosensibilidad) de
pacientes ya resistentes a H y R, ha resultado al incluir pacientes con farmacos de mayor
actividad bactericida adquiriéndose cepas alin mas resistentes (a Z y ETM).["? Sin embargo, se
ha demostrado que la aplicacion del TAES lleva eventualmente, a la disminucion de las tasas de
incidencia de TB y casi del 100% de la frecuencia sobre la aparicion de cepas DR, aunque hay
excepciones, probablemente esta estrategia no sea suficiente para controlar el problema, sobre
todo cuando se presenta casos de MDR;??'y la adquisicién acelerada de resistenciaa H y R.[”

Un estudio realizado en Oaxaca, Sinaloa y Baja California durante 1997, se registraron 23,575
casos de manera oficial, de los cuales 17,917 (76%) fueron pacientes sin antecedentes a TB y
sin tratamiento previo y el 2.7% fueron pacientes con retratamiento presentando resistencia a

dos 0 méas farmacos. Ademas, se encontrd que el 12% de ellos presentaron resistencia a H, el
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43% con retratamiento fueron resistentes al mismo farmaco y un 22% presenté MDR. La
resistencia a uno o mas farmacos de primera linea en casos nuevos fue de 12.9% y en los casos
de retratamiento fue de 50.5%1"*4 y ]a MDR, es de 2.4% de casos nuevos y en 22.4% de los
retratamientos.*>*”! En Baja California se ha registrado tasas entre 6 y 17% de MDR, y
especificamente en Tijuana presenta una tasa de 13% y en el sur de México, se tienen informes
de una tasa de fracasos de 55% y una mortalidad de 28% por MDR-TB en casos tratados con

farmacos de primera linea.®

En el municipio de Huauchinango, Puebla; dos terceras partes de su poblacion estan infectadas
por M. tuberculosis y la mayoria presentan MDR a los farmacos de primera linea. La frecuencia
de resistencia a H fue del 12%, a R fue de 4% y 2.5% de resistencia a H y R.[*%

Un estudio mas reciente realizado en Orizaba, Veracruz muestra una tasa de MDR de 29.1%,
con una resistencia primaria de 21% y resistencia secundaria del 79%.!°! Entre 1998-2000, se
presentaron 62,089 muertes por TB;“**l estos datos indican fallas preocupantes en el
seguimiento del programa de control de la TB en México, por lo que es urgente ampliar la
cobertura TAES,'® ya que esta en areas piloto* cubriendo sélo el 50% del territorio estatal.l*?
En Orizaba, aplicando el programa TAES de forma adecuada se logr6 una curacion del 79% de

los casos nuevos y el 62% de los casos de retratamiento.!*”

*Se recomienda en primera fase del tratamiento (conocido como intensiva) el uso de tres farmacos (H, R y Z), por
10 semanas y una segunda fase (conocido como sostén) donde se administra H y R por 15 semanas.™*?
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1.3.- Mycobacterium tuberculosis*

El género Mycobacteriumesta formado por bacilos (recto y delgado) aerobios no formadores de
esporas e inmoviles.[****51 | a pared celular es rica en lipidos, razén por la que son resistentes
a muchos desinfectantes y tinciones. La pared es compleja y esta formada por un esqueleto de
peptidoglucano y moléculas de arabinogalactonomicolato unidas por enlaces covalentes y
cubiertas por lipidos como los acidos micolicos y polipéptidos. El 25.0% del peso seco de las
micobacterias esta compuesto por lipidos, como glucolipidos complejos, peptidoglucolipidos y
el factor corddn (6,6”-dimicolato de trehalosa), siendo esté Gltimo el que le confiere virulencia
a las cepas. El esqueleto de peptidoglucano es uniforme para todas las especies de

micobacterias y fundamental para proporcionar rigidez a la pared celular.¢%!

Las tinciones principales para detectar a la micobacterias son: Ziel-Neelsen y Kinyoun; ambas
utilizan una mezcla de fucsina® con fenol. Otra técnica, es con fluorocromo (auronamina y
rodamina), estos colorantes se unen a la pared celular. Los bacilos tefiidos con fluorocromo son
de color amarillo brillante y las tinciones realizadas con fucsina son de color rojo que no
decoloran con soluciones &cidas/alcoholicas, de donde proviene el nombre de bacilos acido-

alcoholresistentes. 84

Las infecciones humanas son producidas por diferentes especies como: M. tuberculosis, M.
avium-intracellulare, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae, M. leprae, M. africanum, M.
simiae, M. flavescens, M. xenopi, M. ulcerans, M. haemophilum, M. genavense y M. bovis,
entre otras especies.®®* La mayorfa de infecciones provocadas por M. bovis son debidas al
consumo de leche contaminada. El agente mas comun de provocar la TB es M. tuberculosis; sin
embargo, en paciente inmunocomprometidos (SIDA) la enfermedad es provocada por M.
avium-intracellulare, M. chelonae, M. simiae, M. genavense, M. haemophilum, M. africanum,

M. scrofulaceum y/o M. xenopi.>”!

* Robert Koch; Médico y bacteriélogo aleman. Descubrio el bacilo de la tubereculosis (1882), llamado bacilo de
Koch.[*

* Debido a su alto contenido lipidico, las paredes celulares de las micobacterias su superficie es hidréfoba, tienen
la capacidad Unica de ligarse a la fucsina, no siendo decoloradas por el 4cido-alcohol.*2
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El aislamiento de micobacterias (ej. M. tuberculosis, M. avium-intracellulares) requiere de una
incubacion de 3 hasta 8 semanas, ya que son de crecimiento lento y como caracteristica
principal forman colonias no pigmentadas; requieren medios de crecimiento especifico como
Léwenstein-Jensen, Modificacion de Gruft del medio de Léwenstein-Jensen, #4521 medio
Middlebrook 7H9,1*849%2 7H10, 7H11P! y 7H12, 7H11 selectivo -medio de Mitchison-.[#84952]
Para muestras expectorantes, se recomienda usar medio Lowenstein-Jensen y para el
diagnostico de drogosusceptibilidad se utiliza el medio Ziehl-Neelsen, recomendados por la
OMS y UICTEP;™ todos ellos contienen sales definidas, vitaminas, cofactores, &cidos oleico,
albimina, catalasa, glicerol, glucosa y verde de malaquita; el medio 7H11 contiene caseina

hidrolizada.[*84%52]

La via de infeccion es aérea y consiste en inhalacion de aire con particulas infectadas con
micobacterias®, que alcanzan los alvéolos y penetran en los macréfagos, donde son diseminados
a los ganglios linféticos y a otros tejidos (médula 6sea, bazo, rifiones, huesos, sistema nervioso
central), siendo los pulmones los mayormente afectados.”) Ademas de la TB pulmonar, se
presenta diferentes tipos: la endobronquial,®® extrapulmonar,®** meningea,®***® osea,™
genitourinaria,®  gastrointestinal,®® abdominal,®! medula espinal [5] cervical,*®

pericardial®>*? |.15:53]

y pleura
Por otro lado, el incremento de la TB se debe a la susceptibilidad de ciertos grupos, siendo los
factores de riesgo mas comunes: diabetes mellitus, prolongacion de la terapia con
adenocorticosteroides,®**® terapias inmunosupresivos, algunas enfermedades hematoldgicas y

reticuloendoteliales e insuficiencia renal.®¥

En la actualidad, la TB es una causa importante de morbilidad y mortalidad significativa en
paises con recursos limitados; de hecho, M. tuberculosis y otras micobacterias (M. avium-
intracellular y M. kansasii) provocan en ocasiones una enfermedad fulminante y diseminada en

pacientes inmunodeprimidos.[*®!

* La respuesta histolégica a la infeccion y el crecimiento de las micobacterias se caracteriza por una inflamacion
granulomatosa. Una vez que se produce la infeccidn inicial del tejido se acumulan los macréfagos y los leucocitos
polimorfonucleares.!
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El sistema inmunologico juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad, ya que
en muchos casos la TB es latente y en otros es progresiva, provocando la destruccion de tejido
pulmonar, los signos y sintomas clinicos de la TB, dependen del érgano infectado,™®
constituyendo un problema para el diagndstico.

La habilidad de M. tuberculosis para provocar la enfermedad depende de su factor de
virulencia, el cual permite a la micobacteria entrar y sobrevivir indefinidamente en los
macrofagos. La micobacteria dentro del macréfago, es capaz de evadir la respuesta
inmunoldgica humana y mantenerse viva por tiempo prolongado. Los macréfagos, las células T
y quimiocinas juegan un papel importante en la respuesta del huésped a la infeccidn, es decir,
los macréfagos sirven como células huésped para la multiplicacién de M. tuberculosis. La
activacion de los macrdfagos permite la erradicacion de estas bacterias y ocurre cuando
diversos mediadores solubles (citocinas) producidas por linfocitos T activan los mecanismos
bactericidas de las células. El interferon-gamma (IFN-y) y otras citocinas como el factor de
necrosis tumorol alfa (TNF-o)® son producidos en respuesta a proteinas y al
lipoarabinomanano de M. tuberculosis,™ la interleucina-1 (IL-1) y la interleucina-6 (IL-6) son
producidas por macréfagos infectados con M. tuberculosis y por linfocitos expuestos a
productos micobacterianos.®**! Este microorganismo produce una regulacién positiva en la
expresion de los genes que codifican estos mediadores, evidenciado en monocitos cultivados de

enfermos de TB.[*

Los macréfagos también producen otras citocinas: interleucina-10 (IL-10) y el factor beta
transformadora del crecimiento (TGF-B). EI TGF-p3, esta presente en la lesiones granulomatosas
de los paciente tuberculosos y es producida por monocitos humanos después de la estimulacion
con M. tuberculosis, es decir, inhibe la respuesta de células T a M. tuberculosis y también
participa en la desactivacion del macréfago al inhibir la produccion del elevado nivel de
expresion de via sintetasa de dxido nitrico inducida por IFN-y y esta es clave en el control de la

infeccion por M. tuberculosis.>>*®
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Los individuos con deficiencias en los genes del IFN-y o del receptor del IFN-y estan en riesgo
de padecer infecciones micobacterianas graves. La falta de IFN-y favorece el crecimiento sin
control del bacilo en los 6rganos,™ mientras tanto IL-10 puede suprimir la funcién de los
macrofagos, indirectamente al inhibir la produccion de citocinas por monocitos y linfocitos, y
directamente disminuir la liberacion de radicales libres de oxigeno. Los monocitos de la sangre
de pacientes con TB no presentan aumento en la produccion de IL-10 pero si lo presentan los
macrofagos que se encuentran en la lesion tuberculosa; por lo tanto, TGF-f suprime la
proliferacion de células T, es decir que estas células no pueden realizar su funcion, en controlar
y eliminar la micobacteria, ya que no emigran al sitio de infeccién y no interacttan con las
células (que presentan antigenos) favoreciendo el crecimiento intracelular de M. tuberculosis,
por lo que suprime la produccion de TNF-a, IL-1, IL-6 y la liberacion de radicales libres de
oxigeno; es decir, que el TNF-a se requiere para generar la respuesta granulomatosa y para una

inmunidad celular.®®

La eliminacion intracelular de M. tuberculosis estd mediada por la produccion de éxido nitrico
inducida por el TNF-a; sin esta induccion M. tuberculosis crece sin control. Mientras M.
tuberculosis induce la secrecion de TNF-a en los macrofagos, en células dendriticas y en las
células T; esta citoquina se requiere para el control de la infeccion aguda por M. tuberculosis.
El TNF-a ha sido también implicado en la respuesta patolégica del huésped a la infeccion y es
a menudo nombrado como un factor importante en la destruccion mediada por el huésped del

tejido pulmonar.l®

Por otro lado, IL-6 suprime la respuesta de las células T, es decir, que los macrofagos
infectados son incapaces de estimular las respuestas de células T a un antigeno no relacionado y
este efecto puede ser revertido parcialmente por la neutralizacion de la IL-6,% ya que es
importante en la respuesta innata inicial al patdégeno y la liberacion de radicales libres de

oxigenot***®!

y estos radicales libres, dxidos nitrico sintetasa; no tienen una elevada produccion
de 6xido nitrico por los macréfagos y por lo tanto activa el mecanismo antimicrobiano, esto se
ha comprobado en la deteccion inmunohistoquimica, con un elevado nivel de 6xido nitrico

sintetasa indicible (iNOS) en macréfagos obtenidos por lavado pulmon-alveolar de individuos
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[55]

con tuberculosis pulmonar activa,”™ por lo que hay evidencia de que los monocitos de la sangre

periférica y los macrofagos del granuloma pulmonar de pacientes con TB activa liberan TGF-
B [14,56]

Dado el incremento de este padecimiento, hacen que las campafas de control implementadas
para erradicar la enfermedad sean de alto costo y poco satisfactorias. Por otro lado, los
farmacos existentes son cada vez menos eficaces para tratar la enfermedad, lo que ha
despertado el interés por buscar nuevas substancias tanto de origen natural como sintético para
tratar la TB.
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1.4.- PLANTAS MEDICINALES COMO POSIBLE FUENTE DE
AGENTES ANTIMICOBACTERIANOS
Los compuestos puros obtenidos de plantas medicinales tienen gran importancia. Desde la
antigliedad se sabe que especies vegetales se han usado para curar diversas enfermedades. Asi
por ejemplo, se tienen evidencias escritas que numerosas civilizaciones antiguas como: la
China, Hindu, Norte de Africa, la Egipcia; usaban las plantas como remedio para curar diversos
padecimientos.® Un escrito proveniente de Mesopotamia del afio 2600 a. c. describe
aproximadamente 1,000 plantas que usaban como remedio tradicional (por ejemplo, el aceite de
Cedrus sp, Cupressus sempevirens, Glycyrrhiza glabra y Papaver somniferum) y que en la
actualidad se siguen usando para el tratamiento de tos, resfriado, infecciones parasitarias e
inflamacion.®® Por otro lado, la materia médica China, describe datos de 1,100 afios a. c. sobre
52 prescripciones, se usaban diversas plantas como agentes medicinales. Asi mismo, el sistema
Ayurvético Hindu registra datos de aproximadamente 1,000 afios a. c. sobre especies

medicinales.!

En 1984, aproximadamente el 25% de los farmacos administrados (tanto en Estados Unidos
como en Canad4) provenian de compuestos obtenidos de plantas.>*®" En 1993, Balandrin y
col. describen que més del 50% de los farmacos usados en la clinica, provienen de productos
naturales (derivados y analogos) y el 25% de estos provienen de plantas superiores.
Investigaciones realizadas en especies vegetales, tomando como punto de partida el uso
tradicional de las plantas, han permitido obtener compuestos para uso terapéutico en la
medicina moderna. En este sentido, podemos mencionar que las plantas son una fuente
importante de principios activos o prototipos moleculares para combatir enfermedades graves a

nivel mundial.[®

Del 5 al 10% de las plantas superiores, se han investigado desde el punto de vista quimico®! y
un porcentaje menor se ha investigado desde el punto de vista farmacoldgico y/o bioldgico. Se
estima que del 14-28% de plantas superiores son usados en la medicina tradicional y el 15% de
los angiospérmas han sido investigados quimicamente, por otro lado el 74% de estos han sido

farmacol6gicamente activos obtenidos de plantas.?**®
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Asi por ejemplo, algunos compuestos de importancia farmacoldgica como la quinina
(antimalérico), artemisinina (antipaludico), taxol (anticancerigeno), cocaina (anestésico),
digoxina (glucésido cardiotonico), reserpina (antihipertensivo), camptotecina (anticancerigeno)
y otros, han sido aislados de plantas.****®! Otros ejemplos importantes se describen en la
Tabla 3, donde se muestra algunos principios activos y su fuente, asi como el uso en la

terapéutica, de la especie vegetal.[*?

Tabla 3. Accién y usos de farmacos de plantas en correlacion con su empleo tradicional.

| Planta H Uso tradicional H Farmaco H Accién Clinica ‘
‘ Ephedra simca Bronquitis crénica Efedrina Simpaticomimético ‘
| Pipper methysticum Euférico Kawaina Tranquilizante ‘
‘ Amnis visnaga Asma Kelina Broncodilatador ‘
| Vinca minor Trastornos cardiovasculares Vincamina Estimulante cerebral ‘
| Papever somniferum Sedante; analgésico Papaverina Relajante del musculo liso ‘
| Theobroma cacao Diurético Teobromina Diurético, vasodilatador ‘

La importancia del estudio de los productos naturales radica en la contribucién para la
terapéutica tradicional, constituyendo una fuente importante en la obtencion de extractos, asi
como de principios activos puros. Fransworth y col. aislaron 119 compuestos de 90 especies
medicinales y del 74 al 77% de los compuestos eran responsables de la actividad

farmacolégica.l*®®?!

La bdsqueda de compuestos activos de origen natural decay6é por mucho tiempo, dado el auge
sobre la sintesis de muchas substancias, similares a los de origen natural, con mayor eficacia y
menor costo. Pero, el surgimiento de las enfermedades que se creian erradicadas como:
enfermedades infecciosas (parasitarias, malaria, paludismo, TB, etc), estan ocasionando
problemas graves de salud, ya que presentan resistencia a los farmacos existentes y los
programas o tratamientos propuestos son poco eficaces, de elevados costos, muy prolongados

presentando reacciones secundarias muy severas. Por lo tanto, las plantas ocupan una posicion
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predominante y la herbolaria es la practica terapéutica que utiliza plantas medicinales, teniendo
una amplia trayectoria a lo largo de la historia de México y en el Mundo, constituyendo el
recurso més conocido y accesible para grandes masas de la poblacion.®” La extraordinaria
riqueza floristica (26,500 especies y aproximadamente 9,500 endémicas), ubica a México en el
cuarto lugar mundial; lo que ha permitido que se desarrolle la medicina tradicional desde
épocas prehispanicas,®® desarrollandose una linea de investigacion farmacoldgica, siendo

una fuente de materia prima para la obtencién de farmacos."®?

Debido a la presencia de diversas enfermedades que constituyen graves problemas de salud a
nivel mundial; numerosos grupos de investigacion se han dado a la tarea de explorar el
potencial de diversas fuentes naturales como las plantas medicinales, microorganismos
terrestres’® !y marinos."™ Los esquemas que siguen para realizar la blsqueda de
compuestos con actividad farmacoldgical® en general se basan, en seleccionar la especie

objeto de estudio, utilizando el criterio etnobotanico®”

0. [7273]

y realizar el estudio fitoquimico

biorigid

Dada la probleméatica de la TB a nivel mundial; diversos grupos de investigacion estan
explorando el potencial antimicobacteriano de diversas fuentes naturales (entre ellas las plantas
medicinales) enfocadas a encontrar nuevos principios activos, que sean menos toxicos y mas

eficaces.[6+7

Algunas plantas son utilizadas para el tratamiento de la TB, por lo que han sido objeto de
investigacion de tipo quimico-biodirigido, obteniéndose asf los principios activos./”>"® ! Estas
investigaciones se han enfocado a la bldsqueda de compuestos en extractos, que inhiban el
crecimientos de cepas micobacterianas.'®® Por ejemplo, se aislaron el (E)-fitol y ergosterol-5,8-
endoperoxido, inhibiendo a la cepa M. tuberculosis Hs7Rv a una CMI de 2 y 1 pg/mL,

obtendidos de los extractos MeOH/hojas de Luecas volkensii

y MeOH/aéreas de Ajuga
remota,'’” respectivamente; siendo estos los de mayor actividad antimicobacteriana, en la

relacion siguiente se mencionan otros ejemplos.
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1.5.- COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA

La siguiente relacion, presenta la CMI, de aquellos compuestos y/o extractos con actividad antimicobacteriana; utilizando diferentes

ensayos bioldgicos:

Fuente Extracto/Parte Ensayo bioldgico Cepade Compuesto activo CMI Referencia
usada micobacteria (pg/mL)
Tetradenia riparia | EtOH/hojas Proporcidn en agar M. tuberculosis 8(14)15-sandara-copimaradien-7o.- 25-100 [67]
3526, 3533 18-diol
Borrichia frutensis | CH,Cl,/flores Radiorespirométrico | M. tuberculosis (24R)-24,25-epoxicicloartan-3-ona 8.0 [80]
BACTEC 460 Hz/Rv
(3B, 24R)-24,25-epoxicicloartan-3- 8.0
ol
Adhatoda vasica #/hojas Difusion en disco M. tuberculosis ambroxol 64 [81]
bromhexina 128
Juniperus procera | EtOH/corteza Proporcion en agar M. intracellulare 7B-hidroxiabieta-8,13-dien-11,12- 1.25 [82]
M. xenopei diona
M. chelonei
M. smegmatis
Arctotis auriculata | Eter de Difusion en disco M. smegmatis - 8500 [83]
petrdleo/hojas
Helichrysum H,O/hojas Difusioén en disco M. smegmatis - 10000 [83]
crispum
Oplopanax MeOH/corteza Difusion en disco M. tuberculosis falcarinol 10.00 [84]
horridus y raiz M. avium
M. tuberculosis falcarindiol 10.00
M. avium
M. tuberculosis oplopandiol 20.0©
M. avium
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Fuente

Laurencia obtusa

Ailanthus altisima

Salvia multicaules

Erigeron strigosus

Magnolia
acuminata

Saussurea lappa

Solanum
sodomaeum

Extracto/Parte
usada

CH,Cl/alga

a/a

(CH3)20/raiZ

CH,Cl,/raiz
CH,Cly/raizy
aérea

CH2C|2/raiZ

EtOH/bayas

Ensayo bioldgico

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Microdilucion

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Cepa de
micobacteria

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis
Hz,Rv
M. tuberculosis
Hz;Rv

M. tuberculosis
M. avium

M. tuberculosis
M. avium

M. tuberculosis
Hs;Rv
M. avium

M. tuberculosis
Hz;Rv

M. intracellulare

Compuesto activo

allolaurinterol

sinjulactona-K

12-dimetilmulticaulina

12-metil-5-dehidroacetilhorminona

2-dimetilmultiortoquinona
12-metil-5-dehidrohorminona
multiortoquinona

muticalulina
salvipimarona

dehidrocostus lactona

40.(15)-epoxido dehidrocostus
lactona

10pB(14)-epoxido dehidrocostus
lactona

solsodomina A

CMI
(ng/mL)

16

12.5

0.46
0.89
1.2
1.2
2.0

5.6
7.3

100

100

16

32

32

10

Referencia

[85]

(86]

[74]

[87]

[87]

(87]

(88]
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Fuente

Magnolia
grandiflora

Hydrastis
canadensis

Chrysoma
pauciflosculosa

Euthamia
philadelphicus

Solidazo
canadensis

Glycyrrhiza
glabra

Strobilanthes
cusia

Leucas volkensii

Azorella
madreporica

Extracto/Parte
usada

EtOH/hojas

EtOH/raiz

%raiz

raiz

%raiz

a/a

a/a

MeOH/hojas

Eter de
petrdleo/aéreas

Ensayo bioldgico

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Cepa de
micobacteria

M. tuberculosis
Hs;Rv

<

. avium

. Smegmatis
. tuberculosis

. tuberculosis
. avium

. tuberculosis
. avium

. tuberculosis
avium

. tuberculosis
avium

. tuberculosis
avium

. avium

. tuberculosis
. Smegmatis

. tuberculosis
. avium
. Smegmatis

. tuberculosis

LT ZILLZEELE EE £ £ £ x££

M. tuberculosis
Hs;Rv

Compuesto activo

partenolida
costunolida

partendlida
berberina

(2Z,8Z)-matricaria ester

(2E,8Z)-matricaria ester

(4z,8Z)-matricaria ester

(22)-8-dehydro-matricaria ester

(2Z,82)-0O-angelato

(2E,82)-O-angelato
licoisoflavona

triptantrina

(E)-fitol

9,12-ciclomulin-13-ol

mulin-9(10), 12(13)-dieno

CMI

(ng/mL)
16
32

64

25
25

50
25

50
50

12.5
50

25
25

25
25

50

25
50

N OB~

20

20

Referencia

[78]

[89]
[91]

[90]

[91]

[91]

[76]

[77]
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Fuente

Ajuga remota

Melia volkensii

Inula heleniun

Rudbeckia
subtomentosa

Galipea officinalis

Aspidosperma
quebracho-blanco

Baccharis
patagonica

Sarmienta
scandens

Buddleja cordata
Subs. Cordata

Junellia tridens

Extracto/Parte
usada

MeOH/aéreas

MeOH/semillas

CH,Cl,/raiz

CH,Cl,/raiz

EtOH/corteza

MeOH:CH,Cl,/
aéras

MeOH:CH,ClI,/
aéras

MEOH:CH2C|2/
aéras

MeOH:CH2C|2/
corteza de tallo

MeOH:CH,Cl,/
aéreas

Ensayo bioldgico

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Proporcién en agar

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Cepa de
micobacteria

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis
H37RV

M. tuberculosis
Hz;Rv

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis

M. tuberculosis
Hz;Rv

M. tuberculosis
Hs,Rv

M. tuberculosis
Hz,Rv

M. tuberculosis
Hz;Rv

M. tuberculosis
Hs;Rv

Compuesto activo

5,8-endoperoxido del ergosterol

Acetato del 5,8-endoperdxido del
ergosterol

6B-hidrokulactona
12B-hidroxikulactona

kulonato
isolactona

isoalantolactona

alloalantolactona

4-metoxy-2-pentilquinoleina

acido ursolico

4cido oleandlico

zeorina

2[4 -hidroxifenil]-etil lignocerato

4cido oleanoénico

acido 3-epioleandlico

CMI

(ng/mL)
1

8

16

16
32

32
32

6.25

14.6

29.18

3.5

64

16

16

Referencia

[79]

[92]

[93]

[93]

[94]

[78]

[78]

[78]

(98]

[72]
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Fuente

Acanthella klethra

Cymbastela
hooperi

Laurencia rigida

Angelas sp sponge

Erythrina indica

Ficus citrifolia

Combretum molle

Viscum album
ssp austriacum
ssp abietis

ssp austriacum

ssp habitéis

Extracto/Parte
usada

MeOH:CH,ClI,/
esponja

MeOH:CH,Cl,/

esponja

MEOH:CH2C|2/
alga

MeOH/esponja

MeOH:CH,ClI,/
corteza de raiz

EtOH/hojas

(CH3),0/
Corteza

Et,O0F
Et,O0F
Et,OF

Eter de
petréleo/?

Eter de
petréleo/?

Ensayo bioldgico

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Proporcion en agar

Método
Colorimétrico
Alamar Azul.

Cepa de
micobacteria

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. avium

M. tuberculosis

HB3;Rv
M. avium

M. tuberculosis
Hz;Rv

M. smegmatis

M. tuberculosis
Hz,Rv

M. tuberculosis

M. tuberculosis
Hs;Ra

Compuesto activo

axisonitrilo-3

descloroelatol

diisocianoadociano

agelasina F

indicanina B

Punicalagina

CMI
(ng/mL)

2

32

3.13

18.5

100

1.0

200

200

200

200

200

Referencia

[70]

[71]

[96]

[97]

(98]

[99]
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Fuente

Lessonia
nigrescens

Lippia turbinata

Stemodia foliosa

Chinese licorice

Physalis angulata

Chaetomium
globosum

Extracto/Parte
usada

MeOH:CH,ClI,/
aéreas

MeOH:CH,ClI,/
aéreas

EtOH/tronco y
hojas

EtOH/raiz

CHClg/aéreas

EtOAc/hongo

Ensayo bioldgico

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Difusién en disco

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Método
Colorimétrico
Alamar Azul

Método
Colorimétrico
Alamar Azul

Cepa de
micobacteria

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis
H37RV

<

. fortuitum

. tuberculosis
. bovis

. bovis BCG
. kansasii

. Xenophii
. marinum

= £ £

M. tuberculosis
Hz,Rv

M. tuberculosis
Hz;,Ra

Compuesto activo

(24R)-saringosterol
saringosterol

(24S)-saringosterol

acido 3p,25-epoxido-
3a,21a,dihidroxi-223-
angeloiloxiolean-12-ene-28-oico
acido camarico

acido rehmannico
O-n-pentil

licochalcona A

fisalina D

dicetopiperazina alcaloide
echinulina

chaetomanona

CMI

(ng/mL)
0.125

0.25

1.0

38

36

18
10.0©

5.-10

10-20

5-10

32

169.92 ¢

216.62¢

Referencia

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]
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Fuente

Morinda citrifolia

Amorphophallus.
bequaertii

Myrianthus
arboreus

Sapium indicum

Heisteria
accuminta

Nectandra hihua

Senna oblicua

Senna silvestres

Somera
sabiceoides

Zanthoxylum
sprucei

Calceolaria
pinnifolia

Extracto/Parte
usada

EtOH/hojas

CH,Cl,/ramas

CH,Cl,/corteza

Hex/fruto

CH,Cl,/tronco

CH,Cl,/corteza

CH,Cly/fruto y
tronco

CH,Cl,/corteza

CH,Cl,/tronco

CH,Cl,/corteza

MEOH:CH2C|2/
aéreas

Ensayo bioldgico

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Método
Colorimétrico
Alamar Azul

Radiorespirométrico
BACTEC 460

Método
Colorimétrico
Alamar Azul

Cepa de
micobacteria

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis
H37RV

M. tuberculosis
Hz;Rv

M. tuberculosis
Hs;Rv

M. tuberculosis

M. tuberculosis
Hz,Rv

Compuesto activo

(E)-fitol
cicloartenol

campesta-5,7,22-trien-3p-ol

sapintoxina A

acido 3 epi-ursolico

acido 3 epi-oleandlico

CMI

(ng/mL)
32

64

2.5

100

100

3.12

10.0

10.0

10.0

<6.25

6.25

15

16

Referencia

[106]

[61]

[61]

[107]

[108]

[73]
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Fuente Extracto/Parte Ensayo bioldgico Cepa de
usada micobacteria
Ruprechtiia MeOH:CH,CIl,/ | Método M. tuberculosis
triflora aéreas Colorimétrico Hs,Rv
Alamar Azul

+: uM; © pg/disc; % no se describe la parte vegetal y/o extracto utilizado.

Compuesto activo

5a,80-epidioxiergost-6,22-dien-3f-
ol

50, 8a-epidioxistigmast-6,22-dien-
3p-ol

4-en, 6B—ol, estigmastenona

CMI
(ng/mL)

Referencia

[73]
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|.6.- GENERALIDADES DEL GENERO Calliandra

El género Calliandra pertenece a la familia Leguminosae, ésta familia es la segunda en cuanto
a magnitud en el &mbito de las fanerégamas; comprendiendo 600 géneros y aproximadamente
12,000 especies.'®M% | a mayoria de las leguminosas son alimenticias y algunas se utilizan
para uso medicinal, por lo que se han investigado para conocer los principales constituyentes
siendo estos: saponinas, glucésidos, alcaloides, taninos, polisacaridos, antraquinonas, amino
acidos, lectinas, isolectinas, proteinas, esteroides, neoflavonoides, flavonoides, isoflavonas,
flavanoides, flavonas, indoles, resinas, triterpenos, lactonas sesquiterpénicas, sesquiterpenos,

oxido de diterpenos, fenoles, polifenoles, etc.!**"!

Esta familia se divide en tres subfamilias: Papilionaceae, Mimosoideae y Caesalpinoideae que
contienen aproximadamente: 3,777, 40 y 133 géneros, respectivamente.?®* C. houstoniana,
pertenece a la subfamilia Mimosoideae, cuyos miembros son arboles o arbustos que se hallan
casi exclusivamente distribuidos en zonas tropicales y subtropicales de América;[**>**®! |as
hojas son generalmente bipinadas, flores regulares con inflorescencia en forma de brocha
destacando por los estambres en nimero igual al de los pétalos y largamente salientes, mas o
menos unidos en la base, el color de estos estambres varia segun la especie, los frutos son
S;[109,111—113]

vaina
450-500 especies* @ y Acacia con 750-800 especies.™”

y los géneros importantes desde el punto de vista quimico son: Mimosa con

A la fecha, se han realizado algunos estudios de diferentes especies del genero Calliandra,

aislandose principalmente: alcaloides como el acido pipecolico y algunos derivados presentes

H;[114-122] g [114-121] §[123-125] y

en el extracto EtO como también aminoéacido tanino

flavonoides.*?®!

1.6.1.- Aspecto boténico;

C. houstoniana (Mill.) Standl, pertenece a la familia Leguminosae y subfamilia mimosoideae.
Es un arbusto de uno a tres metros de altura; los tallos tienen maltiples vellosidades, las hojas

son alternas y bipinadas con hojuelas numerosas (Figura 3). La inflorescencia ésta en forma de
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racimo terminal y pubescente; los estambres son muy largos de color rojo purpura y unidos en
su base; las flores son cabezuelas agrupadas en racimos y el fruto es una vaina pinosa y aguda
con las valvas encorvadas hacia afuera cuando se abren. Florece de Mayo a Septiembre y
abundan en matorrales secundarios de las tierras calientes y encinares de zonas

templadas. 20127131

La especie comunmente se conoce como: cabellos de angel (Guanajuato); pambotano (Morelos,
Valle de México y Veracruz) cabellitos de angel o cabellitos de una vara (Morelos); tepachera o
timbrillo (\Valle de México); canela, hierba de canela o coquito (Oaxaca); cabellito (Sinaloa);
charamusco (Tabasco); hierba de burro (Chiapas).'**#"-1291321 ¢ houstoniana, se divide en tres

subespecies que son: houstoniana, alamosensis y stylesis.!***!

Figura 3. Calliandra houstoniana

Figura 3. Calliandra houstoniana
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1.6.2.- Aspectos etnoboténicos

Esta especie se utiliza para aliviar diversos padecimientos. En Michoacén, se utiliza para aliviar
el “mal de orin”, de rifiones y de vejiga. En Puebla, se utiliza para tratar la conjuntivitis;
preparando una infusion con los estambres de las flores, para lavar los ojos diariamente. En
Sinaloa, al masticar la corteza se endurecen las encias. En Sonora, la corteza y la raiz se usan
para infecciones de los dientes y para tratar el paludismo. En Veracruz, se bebe el cocimiento
de las hojas para padecimientos del corazon. En Quintana Roo, se dice que puede actuar como
antipiretico y el cocimiento de la raiz cura el ahito, represion, ablanda el pecho, relaja el
vientre, remedia la tos. Y en Chiapas es muy empleado para tratar la diarrea (con sangre y/o con

Moco). [130-131]

La corteza de la raiz fue usada en Europa para combatir las fiebres,
especialmente las paltdicas y contiene un alcaloide que produce la muerte por detencion del
corazon en sistole; la raiz se emplea contra el humor colérico.l!%12712 | 3 planta se uso como
astringente,®*? antipaludica y téxica, segln informes por Méximo Martinez, en el siglo
XX-[lSO]

Algunas de estas especies son utilizados como: anticonvulsante (C. portoricensis),*2¢!
insecticida (C. angustifolia, C. hematocephala y C. rubescens),™**?% calculos biliares y
antimicrobiano (C. californica)™*” y purgativo/antimicrobiano (C. peninsulares).*"
También son utilizadas como expectorante otras leguminosas, entre ellas se encuentran: Acacia
sinutata y Glycyrrhiza glaba.®® Y recientemente se describen en la literatura estudios sobre la
actividad antimicobacteriana de diversas leguminosas, utilizando extractos crudos de CH,Cl, de
Andira sp (hojas) que inhiben en un 67%, Cynometra bauhiniifolia (corteza) un 88%,
Dalbergia sp. (raiz) un 63%, Eritrina fusca (utilizando corteza y raiz) inhibiendo en un 63 y
54%, respectivamente; Indigofera truxillensis (partes aéreas) un 53%, Senna silvestris (corteza)
un 94% y S. obligqua (tronco y fruto) un 90%; todas ellas inhiben el crecimiento de M.
tuberculosis a la concentracion de 50 ug/mL, empleando el método radiorespirométrico Bactec

460.[108]
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1.6.3- Investigacion quimica

La especie C. houstoniana carece de estudios quimicos; a la fecha, solo Miranda y Martinez
(1952, 1992) identificaron: taninos (existe principalmente en la region cortical de la raiz), aceite
esencial, grasa, resina, glucosa, almidon, glucosido (calliandreina), potasa, sosa, cal, magnesia,
acidos sulfurico, &c. clorhidrico, &c. fosforico, ac. silicico y ac. carbdénico. De manera adicional,
en la literatura citan que diferentes especies del género Calliandra han sido investigados desde
el punto de vista quimico donde principalmente se han aislado alcaloides como el &cido
pipecolico, el &cido hidropipecdlico y algunos derivados de este compuesto, que han sido
aislados en los extractos etandlicos de C. haematocephala, C. pittieri, C. angustofolia y C.
confusa.l'***?2 Otros compuestos aislados en el extracto de AcOEt de C. californica:

flavonoides,™** taninos y saponinas.***!

1.6.4- Investigacion bioldgica y farmacoldgica

En la literatura no se ha informado estudio farmacologico alguno de esta especie; sin embargo,
se tiene registro que algunas especies del género, como C. angustifolia, inhibe el crecimiento de
M. tuberculosis a la concentracion de 50 ug/mL en un porcentaje menor del 50%, utilizando el
extracto CH,Cl, del tronco, al ser evaluado por el método radiorespirométrico Bactec 460.1%!
Ademas estudios realizados a esta especie, el extracto MeOH presenta accion fototoxica y
efecto citotoxico.®™ Otras especies de Calliandra presentan diferentes actividades, por
ejemplo: actividad anticonvulsivante, efecto que se evalud en los extractos acuosos de C.

portoricensis.[**1%!

Los extractos acuosos de C. angustifolia y C. hematocephala presenta actividad insecticida
contra: Spodoptera frugiperda™® y el extracto MeOH:CHCls5:H,O de C. rubescens muestra
esta misma actividad biolégica contra Phaseolus lunatus.*?” Los extractos etanélicos de las

especies C. californica y C. peninsulares, mostraron actividad antimicrobiana siendo activos

g, [137-138]

contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Candida albican y los extractos

acuosos de C. grandiflora 'y C. houstoniana presentan actividad antiparasitaria y efecto sedativo

sobre sistema nervioso.3
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I1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el pais se tiene un grave problema por TB, aunado a la presencia de cepas MDR de M.
tuberculosis, propiciando el aumento de casos y dificultando su tratamiento. La presencia de
éstas cepas, hacen que los tratamientos actuales sean poco efectivos, mas costosos,
prolongados y con efectos secundarios severos para el paciente. La TB en México
constituye una de las 20 causas de muerte.®® Un factor importante que contribuye al
aumento de los casos de TB, es la presencia de enfermedades que comprometen el sistema
inmunolégico como el SIDA y el cancer entre otras.l"” Con base en lo anterior, se ha
intensificado la busqueda de nuevos agentes antituberculosos, a partir de diferentes fuentes
naturales con miras a obtener compuestos activos y/o moleculas que coadyuven al
tratamiento de la enfermedad. Dentro de las fuentes naturales se encuentra C. houstoniana,
especie vegetal que se utiliza para el tratamiento de tos seca, pulmonia y/o padecimientos

relacionados con la TB.[129142]
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I11.- OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar los compuestos activos responsables de la actividad antimicobacteriana

presentes en el extracto hexanico de las partes aéreas de C. houstoniana.

111.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

e Revision bibliografica sobre estudios quimicos y bioldgicos del género Calliandra 'y
especies relacionadas.

e Seleccionar y colectar el material vegetal, objeto de estudio.

o Realizar operaciones preliminares (secado y molienda del material vegetal).

e Preparar los extractos hexanico y metandlico (via maceracion).

e Evaluacion antimicobacteriana de los extractos hexanico y metaboélico por el método
radiorespirometrico Bactec 460.

e Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido de los extractos activos.

e Determinar la actividad antimicobacteriana de cada grupo de fracciones obtenidas.

e Separar los compuestos presentes en las fracciones activas empleando diversos
técnicas cromatograficas [cromatografia en columna (CC), cromatografia en capa
fina (CCF) y CCF preparativa].

e Caracterizacion e identificacion de los compuestos activos mediante el analisis de
sus datos espectroscopicos (IR, RMN-H!, RMN-C®) y espectrométricos (EM-IE,
EM-1Q, CG-EM).

e Evaluacion antimicobacteriana de los compuestos puros.
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IV.- HIPOTESIS

Estudios quimicos realizados en plantas del género Calliandra han indicado la presencia de
subtancias como: flavonoides, taninos y alcaloides. Ademas, dentro de la medicina
tradicional mexicana se le asocia para el tratamiento de enfermedades relacionadas con el
aparato respiratorio, entonces el estudio quimico-biodirigido del extracto hexanico de las
partes aéreas de C. houstoniana y su evaluacion antimicobacteriana confimaran su empleo

como una alternativa de curacion para el tratamiento de la TB.
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V.- METODOLOGIA

V.1.- Seleccién

C. houstoniana se seleccion6 con base al criterio etnobotanico, tomando como punto de
partida el uso popular de la planta en la medicina tradicional de nuestro pais (Chiapas,
Sinaloa, Chihuahua, Tabasco, Veracruz, Morelos, Valle de México, Oaxaca, Guanajuato,
Hidalgo, Puebla, San Luis Potosf), para el tratamiento de tos seca y pulmonia.[2%-131142

V.2.- Colecta e Identificacion del Material Vegetal

Una vez seleccionada la especie, se procedio a la colecta del material vegetal fresco (partes
aéreas) en el camino de Tuxtla Gutiérrez a Ocosocuautla, Chiapas; en Septiembre del 2001.
El material vegetal se colectd en una cantidad suficiente para preparar los extractos y
realizar el estudio fitoquimico biodirigido. Un ejemplar se depositd en el herbario del
IMSSM con el nimero de vaucher 13073, la identificacion fue realizada por el grupo de la
M. en C. Abigail Aguilar.

V.3- Preparacién de Extractos

Habiéndose colectada la planta, se procedié a limpiarlo y posteriormente se secaron las
partes aéreas (flores, fruto, hojas, ramas y tallo) a temperatura ambiente y a 37% de
humedad, bajo corriente de aire y protegiendo el vegetal de la accion directa de la luz solar.
El material vegetal seco se fragment6 en un molino de cuchillas (modelo Tor Rey M-12) y
se procedid a preparar cada uno de los extracto por via maceracion utilizando n-hexano y
MeOH grado RA (Mallinckrodt) a temperatura ambiente, por periodos de una semana cada
uno. El extracto hexanico se preparé a partir de 550.0 g de material vegetal y el metanolico
se preparo6 con 275.0 g. Cada extracto se filtrd y se eliminé el disolvente a presion reducida
(335 mm Hg para el n-hexano y 337 mm Hg para el MeOH) en un rotavapor (Buchi 461
Water Bath acoplado a una bomba de vacio marca Buchi) a 40 °C. Este proceso permitié
obtener los extractos crudos cuyos rendimientos se registraron con respecto al peso seco del
material vegetal y cada uno fue sometido a evaluacion bioldgica contra M. tuberculosis
Hs/Rv.
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V.4.- Actividad antimicobacteriana por el método radiorespirométrico
automatizado (BACTEC TB-460)

El método utilizado en este estudio, se basé en la metodologia citada en la literatura.[*404]

Este ensayo es ampliamente utilizado para determinar la actividad antimicobacteriana de
substancias de origen sintético o natural y es considerado como estandar de oro por la FDA

para la busqueda de compuestos con dicha actividad bioldgica.

La determinacion por este método fue realizada de la siguiente manera: Se utilizaron frascos
con 4 mL de medio liquido Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson), el cual contiene un
sustrato (4cido palmitico) marcado isotépicamente con **C como fuente de carbono.
Durante el crecimiento de la micobacteria, el acido palmitico es metabolizado liberando
%CO, en la atmoésfera por encima del medio liquido de la camara cerrada, este es
cuantificado diariamente en el equipo Bactec-460 automatizado (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument System John-Stan Laboratories, Towson, MD). El valor de **CO; es
proporcional a la cantidad de microorganismo presente en el medio y se registra como
indice de Crecimiento (IC) de la micobacteria en una escala de cero a 999. Los ensayos

bioldgicos se realizaron por triplicado.

V.4.1.- Preparacion de muestras

De cada muestra problema se toman 4 mg y se solubilizan en 1 mL de DMSO (4 mg/mL);
de esta solucion patrén se realizaron diluciones 1:2 (2 mg/mL), 1:4 (1 mg/mL) en DMSO;
cada muestra se esterilizd por filtracion empleando una membrana estéril de 0.22 um de
diametro (Millex-FG, Millipore, Bedford, MA) y se guardaron en tubos Ependorff a
temperatura de =70 °C hasta ser utilizados. De la solucién patréon (4 mg/mL) y de las
diluciones se tomaron 100 uL y por separado se adicionaron a 4 mL de medio 7H9 (Bactec
12B) obteniéndose asi concentraciones finales en los viales de ensayo de 100, 50 y 25

ug/mL.

V.4.2.- Preparacion del inéculo

El microorganismo empleado en este ensayo fue la cepa M. tuberculosis H3;Rv (ATCC
27294), previamente cultivado en el medio Middlebrook 7H9 (Bactec 12B), hasta obtener



Estudio quimico y evaluacion antimicobacteriana de Calliandra houstoniana

un IC de 999, este se tomd como cultivo patron. De esta suspension se tomaron 100 pL y
fueron adicionados a los 4 mL de medio 7H9 previamente inoculados con muestra
problema, control de disolvente y/o farmaco de referencia (R 0.25 pg/mL). Una vez
inoculados los viales con muestra problema y microorganismo, estos se incubaron a 37 °C,
durante 7 6 10 dias hasta que el cultivo control alcanz6 un IC de 999. Las lecturas del IC se
realizan diariamente después del 3* dia de incubacion. Cabe mencionar, que si el control no

alcanza el valor de IC =999, el estudio se finaliza hasta el décimo dia.

Se consideraron activas aquellas muestras que presentaron un porcentaje de inhibicion de
99.9, sobre el crecimiento de M. tuberculosis Hs;Rv a la concentracion de 100 ug/mL o
menor (50 y/o 25 ug/mL). Los porcentajes de inhibicion fueron calculados con la siguiente

férmula:
IC =1- (IC muestra problema/ IC control de disolvente) x 100.

En el caso de compuestos puros se siguié la misma metodologia previamente descrita, con

la Unica diferencia que estos fueron evaluados a la concentracion de 100 pg/mL.

Una vez obtenidos los resultados de las evaluaciones biologicas de los extractos hexanico y

metanolico se procedio a realizar el fraccionamiento quimico.

V.5.- Fraccionamiento quimico biodirigido del extracto hexanico

El fraccionamiento de este extracto, se realizd6 empleando cromatografia de adsorcién en
columna abierta, empacada con 50.2 g de gel de silice (Silica gel 60, marca Merck malla
0.063-0-200 mm.) y como fase mdvil, mezclas de disolventes con polaridad creciente. En la
columna se aplicaron 5.0 g del extracto previamente solubilizado en una mezcla MeOH-
CHCI; (1:1) y absorbidos en silica gel (5.0 g). Este proceso permitio obtener un total de 32
fracciones de 100 mL cada uno, con diferente grado de polaridad. Las fracciones se
concentraron a presion reducida y posteriormente se agruparon de acuerdo a la similitud que

presentaban sus constituyentes en la CCF, al utilizar placas de aluminio recubiertas de gel



Estudio quimico y evaluacion antimicobacteriana de Calliandra houstoniana

de silice (Kiesegel 60 Fzs4, Merck); esté ultimo proceso permitié obtener 10 grupos de

fracciones, F1-F10 (Diagrama 1). El peso de las fracciones reunidas y rendimientos de cada

uno se describen en la Tabla 4.

Las placas CCF se revelaron con acido sulfurico al 10% o con vainillina/EtOH al 1% y

H,SO4/EtOH al 5% y posterior calentamiento. Cada grupo de fracciones primarias fue

sometido a evaluacion bioldgica, por el método radiorespirométrico. Cada ensayo se realizo

por triplicado y se emple6 como microorganismo de prueba M. tuberculosis Hs7Rv. Los

resultados de la evaluacion antimicobacteriana demostraron que la actividad se concentraba

en las fracciones F4-F8; por lo que estas fracciones primarias fueron objeto de un segundo

fraccionamiento.

Tabla 4. Fraccionamiento primario del extracto hexanico de C. houstoniana.

Sistema de Elucién Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*
n-Hex (100 %) 1 F1 294.0 5.88
| n-Hex-CHCl; (8:2) 2-4 F2 1163.2 23.26 ‘
‘ n-Hex-CHCl; (8:2) 5-6 F3 366.1 7.32 ’
| n-Hex-CHCl; (8:2) 7-8 F4 259.2 5.18 ‘
‘ n-Hex-CHCl; (8:2) 9-12 F5 315.0 6.3 ’
| n-Hex-CHCl; (8:2) 13-15 F6 220.7 4.41 ‘
n-Hex-CHCl; (8:2) 16 - 24 F7 669.8 13.39
n-Hex-CHCl; (1:1) 25 - 27
CHCl; (100 %) 28 - 29 F8 352.0 7.04
CHCl; (100 %) 30 F9 1203.4 24.06
CHCl3-MeOH (1:1) 31-32 F10 236.6 4.73

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo
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Diagrama 1. Fraccionamiento quimico general del extracto hexanico de C. houstoniana.

Extracto Hexanico 5.0 g.

Ensayo Biologico

v cc?
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*Compuestos aislados. A: Acetato de p-amirina (R=0.63), B: Oxido de cariofileno (R=055), C: Mezcla de
Ceras (R=0.53), D: Mezcla de oy B-amirina (R=0.42), E: B-amirina (R=0.39), F: Estigmasterol (R=0.37), G:
B-sitosterol (R=0.33), H: Partendlida (R=0.24), I: Acido ursélico (R=0.22).

R;. Sistema de elucion utilizado: n-Hex-AcOEt (8:2).

CCF-P!. n-Hex-AcOEt (85:15); CCF-P% n-Hex-CHCl; (8:2), n-Hex-MeOH (95:5); CCF-P®, n-Hex-AcOEt
(95:5); CCF-P*. n-Hex-AcOEt (95:5), CHCI; (100%); CCF-P®. n-Hex-AcOEt (95:5), (8:2); CCF-P®. n-Hex-
AcOEt (8:2).

CC?. n-Hex-CHCl;-MeOH; CCP. n-Hex-AcOEt; CC". n-Hex-CHCls.
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V.6.- Fraccionamiento secundario de las fracciones mas activas (F4-F8)

V.6.1.- Fraccion F5

El fraccionamiento secundario de F5, se realizo en cromatografia de adsorcién en columna
abierta, empacada con 6.0 g de gel de silice y como fase movil se emplearon diferentes
sistemas de elucion con polaridad creciente, obteniéndose un total de 19 fracciones de 15
mL cada una (Tabla 5). En esta columna se aplicaron 279.4 mg. Las fracciones obtenidas se
agruparon en 6 grupos de la F5/1-F5/6 (Diagrama 1), los rendimientos se describen en la
Tabla 5.

Tabla 5. Fraccionamiento secundario de la F5

Sistema de Elucién Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*

n-Hex (100 %) 1 F5/1 8.0 2.86
n-Hex-AcOEt (95:5) 2-3
| n-Hex-AcOEt (95:5) 4-6 F5/2 106.1 37.97
‘ n-Hex-AcOEt (95:5) 7 F5/3 328 11.73
‘ n-Hex-AcOEt (95:5) 8 F5/4 23.4 8.37
| n-Hex-AcOEt (95:5) 9-13 F5/5 47.2 16.89
n-Hex-AcOEt (95:5) n- 14 - 17 F5/6 74 2.64
Hex-AcOEt (95:5) 18-19

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo

En la fraccion secundaria F5/5 se detectd la presencia de tres compuestos mayoritarios, los
cuales fueron separados por CCF tipo preparativa, para ello se utilizaron 4 placas de 20 x 20
cm (silice gel Fasq, Merck) y como sistema de elucion n-Hex-AcOEt (85:15), se hace
mencion que se eluyeron dos veces. De estas placas se obtuvieron 3 compuestos de interés
que se procedieron a separar y purificar con CHCIs. El disolvente fue eliminado a presion
reducida, mediante este proceso se obtuvieron 16.5 mg de una mezcla (B-amirina y
estigmasterol), 5.9 mg de estigmasterol y 6.1 mg de B-sitosterol, como se indica en el

Diagrama 1. Los R; de cada compuesto se describen en el anexo I.
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La mezcla de B-amirina y estigmasterol fue sometida a CCF tipo preparativa de 20 x 20 cm
(silice gel Fs4, Merck), para ello se utilizaron 2 placas y se emplearon dos sistemas de
elucion, primero n-Hex-CHCI3 (8:2) y despues se eluyo con n-Hex-MeOH (95:5), con la
finalidad de purificarlo. Mediante este proceso se obtuvo 4.5 mg B-amirina y 7.4 mg de

estigamsterol (Diagrama 1). Los R¢ se describen en el anexo I.

V.6.2.- Fraccion F4

El fraccionamiento secundario de F4, se realiz en cromatografia de adsorcién en columna
abierta, empacada con 6.0 g de gel de silice y como fase movil se emplearon diferentes
sistemas de elucion con polaridad creciente, obteniéndose un total de 40 fracciones de 20
mL cada una (Tabla 6). En esta columna se aplicaron 198.1 mg de muestra, las fracciones
obtenidas se agruparon en 5 grupos de F4/1-F4/5 (Diagrama 1) y los rendimientos se

describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la F4

Sistema de Elucién Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*
n-Hex (100 %) 1-8 Fa/1 16 0.80
| n-Hex-AcOEt (95:5) 9-10 F4/2 34.1 17.21 |
‘ n-Hex-AcOEt (95:5) 11-16 F4/3 87.4 44.11 ‘
| n-Hex-AcOEt (95:5) 17-31 Fa/4 48.4 24.43 |
n-Hex-AcOEt (95:5) n-Hex- 32-37 F4/5 17.1 8.63
AcOEt (1:1) 38-40 ‘

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo

En la fraccion secundaria F4/2 esta presente el éxido de cariofileno que fue purificado
mediante CCF tipo preparativa; para lo cual se utilizaron 2 placas de 20 x 20 cm (silice gel
F2s4, Merck) y como sistema de elucion n-Hex-AcOEt (95:5), este proceso permitio obtener
7.2 mg con R¢ de 0.55. Ademaés, en la fraccion F4/3 se detectd la presencia de tres
compuestos, los cuales fueron purificados mediante CCF tipo preparativa; empleando 2

placas de 20 x 20 cm (silice gel Fys4 Merck) utilizando dos sistemas de elucion, primero se
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empleo n-Hex-AcOEt (95:5) y después esta misma placa se eluyé con CHCI; (100 %).
Mediante este proceso se obtuvieron 4.5 mg de 6xido de cariofileno, 5.5 mg de una mezcla
de tres ceras y 55.4 mg de la mezcla de o y B-amirina (Diagrama 1). Los Ry de cada

compuesto se describen en el anexo 1.

V.6.3.- Fraccion F6

169.6 mg de la fraccién F6 fue objeto de cromatografia de adsorcion en columna abierta,
empacada con 5.1 g de gel de silice y como fase mévil mezclas de eluyente de polaridad
creciente, obteniéndose un total de 66 fracciones de 20 mL cada una (Tabla 7). Las
fracciones obtenidas se agruparon en 9 grupos F6/1-F6/9 (Diagrama 1) de acuerdo a su

similitud cromatografica. Los rendimientos se describen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Fraccionamiento secundario de la F6

Sistema de Elucion Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*
n-Hex (100 %) 1-13 F6/1 31 1.82
n-Hex-CHClI; (95:5) 14 - 23
n-Hex-CHCI; (9:1) 24 -37
| n-Hex-CHCl; (75:25) 38-40 F6/2 1.8 1.65

‘ n-Hex-CHCl; (75:25) 41 - 46 F6/3 87.6 51.65
n-Hex-CHClI; (75:25) 47 - 48 F6/4 16.1 9.49
n-Hex-CHCl; (6:4) 49 -50
n-Hex-CHClI; (6:4) 51-53 F6/5 3.0 1.76
n-Hex-CHCl; (1:1) 54 - 57
n-Hex-CHCl; (1:1) 58 F6/6 2.8 1.65
n-Hex-CHClI; (25:75) 59 - 60
n-Hex-CHClI; (25:75) 61-62 F6/7 4.2 2.47
CHCl; (100 %) 63
CHCl; (100 %) 64 F6/8 2.4 1.41
CHCl; (100 %) 65 - 66 F6/9 3.6 2.12

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo

En la fraccion secundaria F6/3 se detectd la presencia de tres compuestos mayoritarios, 10s
cuales fueron separados por CCF tipo preparativa, por ello se utilizarén 2 placas de 20 x 20
cm (silice gel F2s4, Merck) utilizando dos sistema de elucion n-Hex-AcOEt (95:5 y 8:2). De
estas placas se obtuvieron 3 compuestos de interés que se procedieron a separar y purificar
con CHCIs. El disolvente fue eliminado por presion reducida. Mediante este proceso se
obtuvieron 12.3 mg de éxido de cariofileno (Rg=0.55), 13.0 mg de B-amirina (R~=0.39) y 4.0

mg de estigmasterol (R=0.37), ver Diagrama 1.
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V.6.4.- Fraccion F7

En la fraccion primaria F7 (activa) se detect6 la presencia de una lactona sesquiterpénica al
realizarle CCF y revelarlo con la mezcla de vainillina/EtOH al 1% y H,SO4/EtOH al 5%,
por lo que se procedio a analizar la muestra por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC). Para ello se utilizé una columna semipreparativa fase reversa Spherisorh S10 0DS2
marca Water (10 X 250 mm) y como sistema de elucion MeOH grado HPLC (J. T. Baker).
Las condiciones de elucion fue isocratico, variando minimamente el flujo de 0.4 a 0.8
mL/min (ver Tabla 8), el tiempo de corrida fue de 60 minutos. La muestra a analizar se
prepard a una concentracién de 10 mg/mL en MeOH (grado HPLC, J. T. Baker) y de esta
solucién se realizaron inyecciones de 50 pL previamente filtrados en una precolumna
Adsorbex RP 18 100MG (Merck). Bajo estas condiciones de trabajo se obtuvo un
cromatograma con seis picos cuyos Tiempos de Retencion (Tgr) fueron de 3.63, 16.96,
21.29, 24.60, 29.28 y 37.00 minutos (cromatograma 5), posteriormente se realizaron
inyecciones consecutivas para colectar picos por separado. Cada pico se concentrd a presion
reducida y se agruparon de acuerdo a la similitud que presentaban sus constituyentes en la
CCEF, al utilizar placas de alumnio recubiertas de gel de silice (kiesegel 60 Fys4, Merck), las
placas se revelaron con vainillina/EtOH al 1% y H,SO4/EtOH al 5%; este Ultimo proceso
permitio obtener seis grupos de fracciones FA’-FD, cabe mencionar que los picos con Tr
29.28 y 37.00 presentan el mismo perfil en CCF de unos compuestos ya obtenidos. El peso
de las fracciones reunidas y el rendimiento de cada una se describen en la Tabla 9.

Tabla 8. Sistema de Elucioén: Isocratico

Minutos % MeOH Flujo (mL/min)
4 100 04
6 100 0.2
15 100 0.2

20 100 0.8
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Tabla 9. Fraccionamiento secundario por HPLC de la F7

Tiempos de Retencion Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*
3.96 A FA' 11.2 11.2
12.49 A" FA" 3.7 3.7
16.44 A" FA™ 3.0 3.0
21,51 B FB 2.8 2.8
24.87 C FC 3.0 3.0
29.62 D FD 24 24

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo

En los picos de Tgr de 3.63, 21.29 y 24.60 minutos, se detectd la presencia de tres
compuestos mayoritarios, cuyos Rt fueron de 0.28, 0.33 y 0.39 respectivamente en CCF, en
el sistema de elucion n-Hex-AcOEt (8:2). El primer pico FA’ (Tr 3.96) corresponde a la
partenolida, el segundo pico FB (Tr 21.29) correspondio al B-sitosterol y el tercer pico FC
(Tr 24.60) correspondio a la -amirina. El resto de los picos presentes en esta muestra faltan

por caracterizar.

V.6.5.- Fraccion F8

290.0 mg de la fraccion F8 fue objeto de cromatografia de adsorcion en columna abierta,
empacada con 8.7 g de gel de silice y como fase movil se emplearon diferentes sistemas de
elucion con polaridad creciente, obteniéndose un total de 47 fracciones de 25 mL cada una
(Tabla 10). Las fracciones obtenidas se agruparon en 7 grupos de F8/1-F8/7 (Diagrama 1).
La fraccion F8/3-F8/6 fue objeto de un analisis de CG-EM (cromatograma 6) en donde se
observa la presencia de un compuesto mayoritario que correspondié al acico ursolico con Rs

de 0.22 (ver anexo ).
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Tabla 10. Fraccionamiento secundario de la F8

Sistema de Elucion Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*
n-Hex (100 %) 1-6 F8/1 9.6 3.31
n-Hex-CHCI; (9:1) 7-10
n-Hex-CHCl, (75:25) 11-16
n-Hex-CHCl; (1:1) 17 -26
n-Hex-CHCl, (25:75) 2799
n-Hex-CHCl; (25:75) 30 F8/2 124 4.27
n-Hex-CHCl; (25:75) 31 F8/3 30.6 10.55
n-Hex-CHCl; (25:75) 32 F8/4 28.9 9.96
n-Hex-CHCl; (25:75) 33-39 F8/5 98.2 33.86
n-Hex-CHCls (25:75) 40 - 43 F8/6 18.7 6.44
CHCl; (100 %) 44 - 45
CHCI; (100 %) 46 - 47 F8/7 44.6 15.37

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo

V.6.6.-Fraccion primaria F3

En la fraccién primaria F3, se detectd la presencia de dos compuestos que fueron
purificados por CC y CCF tipo preparativa, obteniendo de manera adicional 7.8 mg del
oxido de cariofileno y 10.0 mg del acetato de B-amirina, cuyos R¢ fueron de 0.55 y 0.63,
respectivamente en el sistema de elucion de n-Hex-AcOEt (8:2). Ambos compuestos fueron

evaluados contra M. tuberculosis.
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V.7.- Fraccionamiento del extracto metandlico de C. houstoniana

El extracto fue objeto de lavados sucesivos con disolventes de polaridad creciente; n-Hex,
mezcla de n-Hex:CHCI3;, CHCIl3; y MeOH (Tabla 11). Para esto se utilizo 20.0 g del extracto
y el disolvente a utilizar, esta mezcla se mantuvo en agitacion por un tiempo de 30 minutos,
enseguida se filtra el lavado (utilizando vacio), este filtrado se concentra a presion reducida
y asi se realiz6 sucesivamente con cada polaridad; las fracciones fueron agrupados de
acuerdo a la similitud que presentaban en la CCF al ser revelados con acido sulfurico al

10%. Este proceso permitié obtener 4 grupos de F1-F4 (Diagrama 2).

Tabla 11. Fraccionamiento del extracto metandlico de C. houstoniana

Sistema de Elucion Fracc. Colectadas Clave Peso (mg) Rendimiento (%)*
n-Hex 1 F1 2933.4 14.50
‘ n-Hex:CHCl, 2 F2 1251.7 6.18 ‘
| CHCl; 3 F3 1134.9 5.60 |

| MeOH 4 F4 12910.4 73.70 |

* Rendimiento expresado respecto al extracto crudo
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Diagrama 2. Fraccionamiento del extracto metandlico C. houstoniana.

Extracto Metanolico 20.0 g.

n-Hex

. -
v ¢  CCFp_,acetato de B-amirina

Residuo 2 5313 0 ,oxido de cariofileno

|___ymexcla de a y B-amirina

Mezcla n-Hex:CHCl3

L___yestigmasterol
A 4 A 4
F2 Residuo CHCl,
(1.251 g)
A 4 A 4
F3 Residuo
(1.134 9)
MeOH
F4
(12.910 0)

*Compuestos aislados. A: Acetato de B-amirina (R=0.63), B: Oxido de cariofileno (R=055), D: Mezcla de o y -
amirina (R=0.42), F: Estigmasterol (R=0.37).

Rs. Sistema de elucién utilizado: n-Hex-AcOEt (8:2).

CCF-P'. n-Hex (100%), n-Hex-AcOEt (95:5).



Estudio quimico y evaluacion antimicobacteriana de Calliandra houstoniana

V.7.1.- Fraccion F1

En la fraccion F1, se detectd la presencia de cuatro compuestos que fueron purificados por
CCF tipo preparativa obteniéndose 1.5 mg del acetato de B-amirina, 1.8 de 6xido de
cariofileno, 8.4 mg del estigmasterol y 13.4 mg de la mezcla de a y f-amirina (Diagrama 2),
cuyos Ry fueron de 0.63, 0.55, 0.39 y 0.42 (Ver anexo I); estos compuestos fueron

previamente aislados de las fracciones primarias del extracto hexanico.

V.7.2.- Fracciones F2 'y F3

En las fracciones secundarias F2 y F3, se tiene la presencia de flavonas mismas que fueron
detectados en CCF, eluidas con n-Hex-AcOEt (2:8) al ser revelados con acido sulfurico al
10%. Es por ello que estas fracciones fueron analizadas por HPLC utilizando una columna
semipreparativa Spherisorb y como sistema de elucion CHsCN:Ac. formico al 5% (43:57)
con flujo de 2 mL/min. Las condiciones analiticas no son las idoneas por lo que se
realizaran pruebas adicionales para establecer las condiciones adecuadas (ver cromatograma
7).
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION

VI. 1.- Compuestos aislados del extracto hexanico de C. houstoniana

Estigmasterol

\j\( [-sitosterol

Acetato de B-amirina

-amirina

HO

B-amirina Acido ursolico

Estructura quimica de los compuestos aislados del extracto hexanico de C. houstoniana
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Compuestos aislados del extracto hexanico de C. houstoniana probados en ensayo bioldgico.

Fraccion Compuesto R¢? Concentracién % de Inhibicion contra
Aislado (ug/mL) M. tuberculosis Hz;Rv*
F3/2 Acetato de 0.63 100 42.9
B-amirina
F3/3, F4/2, Oxido de cariofileno 0.55 100 0.0
F4-3,
F5, F6-3
F3/2, F4/3 Por caracterizar (ceras: Cy,, 0.53 100 42.55
Caxsy Cu)
F4/3, F5 a 'y B-amirina (Mezcla) 0.42 100 41.2
F5/5, F6/3, B-amirina 0.39 100 36.9
F7C
F5/5, F6/3 Estigmasterol 0.37 100 51.7
F5/5, F6/3, B-sitosterol 0.33 100 4,92
F7B
F7A’ Partendlida 0.28 100 98.57
F8 Acido ursélico 0.22 100 99.6

*Evaluacion realizada por el método radiorespirometrico Bactec TB-460; °Los valores de R; se calcularon

empleando como sistema de elucién n-Hex-AcOEt (8:2).
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En la actualidad la TB es un problema grave de salud a nivel mundial y en México no es la
excepcion, siendo uno de los trece paises con mayor incidencia.>****! A nivel nacional se
reportan aproximadamente 16,000 casos anuales y los estados con mayor incidencia son:
Veracruz, Chiapas, Estado de México, Distrito Federal, con 16.0 casos por cada 100,000
habitantes.*®) En la clinica se cuenta con farmacos antifimicos de primera y segunda linea;
sin embargo, los efectos secundarios que ocasionan son severos y en muchas ocasiones son
la causa de abandono del tratamiento. Por otro lado, la aparicion y/o presencia de cepas de
M. tuberculosis MDR es mas frecuente lo que hace que cada vez sea mas dificil de tratar y
en ocasiones es provocada por diferentes cepas de micobacterias, como M. avium, M.
kansasii, M. leprae, M. bovis, entre otras.®*** Tomando en cuenta el grave problema que
representa la TB y la pobre eficacia de los antifimicos existentes, diversos grupos de
investigacion incluyendo el nuestro, estdn enfocados en la busqueda de fuentes alternas de
compuestos activos contra cepas de micobacterias, principalmente con M. tuberculosis. En
la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia de Productos Naturales del Hospital de
Pediatria, se esta desarrollando una linea de investigacion permanente, encaminada a
explorar el potencial antimicobacteriano de plantas medicinales de México. Como primer
paso fue seleccionar las especies vegetales que se utilizan en la medicina tradicional de
México para tratar la TB y/o sintomas relacionados con la enfermedad, posteriormente
colectar las especies vegetales, se prepararon los extractos (hexanico y metandlicos) y se
realiz6 la evaluacién antimicobacteriana; dentro de las especies seleccionadas esta C.

houstoniana.[**

C. houstoniana, es una especie utilizada en la medicina tradicional de nuestro pais (Chiapas,
Sinaloa, Chihuahua, Tabasco, Veracruz, Morelos, Valle de México, Oaxaca, Guanajuato,
Hidalgo, Puebla, San Luis Potosi), para el tratamiento de tos, tos seca, pulmonia y

problemas gastrointestinales.*231

V1.2.- Preparacion de los extractos de C. houstoniana.

Los extractos hexanico y metanolico, se prepararon via maceracion, obteniéndose 9.20 g del
hexanico (1.67%) y 53.20 g del metanolico (19.75%) (ver Tabla 12).
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Tabla 12. Cantidad y rendimiento de cada extracto.

Muestra Material Vegetal, seco y Peso de Rendimiento (%)*
molido (g) Extracto (g)
| Extracto n-hexano 550.0 9.2 1.67 |
| Extracto MeOH 275.0 53.2 19.75 |

*El rendimiento se expresa respecto al peso de vegetal seco

V1.3.- Actividad antimicobacteriana de C. houstoniana.

Uno de los modelos bioldgicos mas utilizados para la evaluacién de la actividad
antimicobacteriana de compuestos de origen natural, es el método radiorespirométrico
Bactec TB-460.1*% Existen otros ensayos que son menos utilizados, por ejemplo: el método
de proporciones en agar,'*” % el método de difusion en disco,*® el microdilucién vy el
método de agar en placal™*®

[13 MABA”. [73,107]

y el micrométodo colorimétrico de alamar azul

Con el método radiorespirométrico se obtienen resultados confiables, reproducibles y es
considerado por la FDA como estandar de oro para la blOsqueda de agentes
antimicobacterianos.™*!! Este ensayo ha sido utilizado para evaluar diversos extractos y/o
compuestos aislados de diferentes especies medicinales, estos compuestos son responsables
de inhibir el crecimiento de M. tuberculosis y otras cepas de micobacterias (M. avium, M.

smegmatis, M. bovis, M kansasii, M. marinum, M. xenophii).

En la relacion presentada anteriormente de CMI (pag. 21), se describe la actividad de
algunos extractos asi como los compuestos aislados de estas especies vegetales. Por
ejemplo, el extracto MeOH de Melia volkensii presentd una CMI de 100 ug/mL, y de éste
extracto se aislaron el 6p-hidroxiculactona, 12p-hidroxiculactona, kulanato cuyas CMI’s,
fueron de 4, 16 y 16 pg/mL, respectivamente.[®? Otras especies que resultaron muy activas

contra M. tuberculosis fueron Magnolia grandiflora (extracto EtOH)I"™

y Aspidorpema-
quebracho-blanco (extracto MeOH:CH,Cl,),!® de donde se aislaron la partenélida (lactona
sesquitepénica) y el acido ursdlico (triterpeno) cuyas CMI’s fueron de 16 pg/mL y 32 uM
respectivamente. Otras especies activas son: Heisteria accuminata (CMI=10 pg/mL),
Nectandra hihua (CMI=10 pg/mL), Senna oblicua (CMI=10 ug/mL), S. silvestris

(CMI=6.25 pg/mL) y Somera sabiceoides (CMI=6.25 ug/mL), cabe mencionar que de estas
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ultimas especies evaluadas no se informa de los compuestos responsables de la actividad

bioldgica.[**!

Otros de los ensayos recientemente utilizados, es el Método Colorimétrico Alamar Azul
(MABA), mediante dicho ensayo se han evaluado numerosos extractos, entre los que se
pueden mencionar la actividad del acido 3 epi-ursolico y el &cido 3 epi-oleandlico que
resultaron activas contra M. tuberculosis, y cuyas CMI’s fueron de 4 y 16 pg/mL,
respectivamente y fueron aislados de Calceolaria pinnifolia.l”® Otras especies que
resultaron activas son: Physalis angulata (extracto CHCIl5)!**! y Sapium indicum (extracto
n-hexano),*"! de donde se aislaron la fisalina D (CMI=32.0) y sapintoxina A (CMI=3.12).
De Ruprechtia triflora (extracto MeOH:CH,ClI,) se aislaron varios esteroles como: 5a.,8a.-
epideioxiergost-6,22-dien-3p-ol, 5a.,8a-epideioxistigmast-6,22-dien-3p-ol y estigamst-4-en-
6p,0l-3-ona, cuyas CMI’s contra M. tuberculosis Hs7Rv fue de 2 ug/mL para los tres
compuestos.l”® Por este mismo ensayo, se da a conocer la actividad del extracto hexanico de
C. houstoniana (partes aéreas) cuya CMI fue 200 ug/mL, ademés de la evaluacion de 40
especies medicinales de México que se utilizan para tratar la TB o sintomas relacionados

con dicho padecimiento.**%

Los resultados de la evaluacion antimicobacteriana del extracto hexanico a 100 pug/mL sobre
M. tuberculosis Hs7Rv presentd un 94.72% de inhibicidn y el extracto metandlico no afectd
el crecimiento de la micobacteria a esta misma concentracion (Tabla 13), al ser evaluados

por el metodo radiorespirométrico.

El presente trabajo es uno de los primeros donde se informa el efecto antimicobacteriano de
los extractos hexanico y metandlico de C. houstoniana. En la literatura se indican los
porcentajes de inhibicion del extracto CH,Cl, de C. angustifolia (tronco) inhibe en un
porcentaje menor al 50% el crecimiento de M. tuberculosis a 50 pg/mL.M%®! Ademés, se
informa que los extractos de CH,Cl, de Cynometra bauhiniifolia (corteza), Senna silvestris
(corteza) y S. obliqua (tronco y fruto) presentan el 88, 94 y 90% de inhibicion
respectivamente, al ser evaluados a la concentracion de 50 ug/mL empleando el método

radiorespirométrico Bactec 460.4
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Otras actividades biologicas que se han descrito para el género Calliandra, es la actividad
[119-120] [126,138] [135-136] [131] y

efecto sedativo sobre el sistema nervioso.**"! Desde el punto de vista quimico en el género

insecticida, antimicrobiana, anticonvulsivante, antiparasitaria

Calliandra, solamente se ha descrito la presencia de derivados del acido pipecdlico aislados

de los extractos EtOH de partes aéreas de la planta.[1'518121]

En el presente estudio se realizaron pruebas de CCF para detectar la presencia de derivados
del &cido pipecdlico, esta busqueda se realiz6 en las fracciones mas polares de los extractos
metandlico y hexéanico usando como sistema de elucién CHCI;-MeOH (1:1) y como agente
revelador Ninindrina; ™% sin embargo, en las placas realizadas no se detectd la presencia

de éste tipo de compuesto.

V1.4.- Fraccionamiento quimico biodirigido del extracto activo y los
componentes en las diferentes fracciones
Este proceso se realizd por CC de fase normal, mediante el cual se obtuvieron 10 grupos de
fracciones primarias, mismas que fueron agrupadas de acuerdo a su perfil cromatogréafico y
sometidas a evaluacion biologica a 100 ug/mL., por el método radiorespirométrico contra M.
tuberculosis Hs7Rv; encontrandose que las fracciones F4-F8 inhiben el crecimiento de la
micobacteria. La fraccion F8 inhibe en un 99.45% el crecimiento de M. tuberculosis, le
sigue la fraccion F4-6, inhibiendo en un 89.76% y la menos activa fue la fraccion F7

presentando un 71.0% de inhibicion (ver la Tabla 13 y Gréafica 1).
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Tabla 13 y Grafica 1. Resultados de la actividad antimicobacteriana del extracto y
fracciones primarias de C. houstoniana contra M. tuberculosis Hz7Rv.

Tabla 13 Gréfica l
Actividad Antimicobacteriana
Muestra % de inhubicién
[100 pg/mL]
Ext 94.72 100- O Hex
n-Hex
. 0o 90 B MeOH
Xt. . |
MeOH 88 OF1
7 i
F1 16.0 S g0l OF2
© BF3
F2 6.4 g 50 BF(4-6)
= -
P 40 _
F3 0.0 o mE7
30
F(4-6) 89.76 20 OFrs
F7 71.0 10 W F(9-10)
F8 99.45 0-
Muestras
F(9-10) 0.0

V1.5.- Aislamiento, caracterizacion y evaluacion biolégica de compuestos

Dada la actividad de la fraccion F4-6 se procedio a separar los compuestos presentes en

dichas fracciones por CC y CCF preparativa.

La fraccion primaria F5 fue objeto de un analisis de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas CG-EM para conocer su perfil quimico, en el cromatograma (1) se
observa la presencia de 6xido de cariofileno (PM 220) con Tr de 10.38 min, una mezcla de
ceras con Tr de 14.63, 15.92, 17.59 y 19.95 min cuyos PM’s son de 308 (CxHas), 336
(Ca4Hag), 364 (CasHsp), y 392 (CasHsg), respectivamente; ademas, en el cromatograma se
observa la presencia de estigmasterol (PM 412) con Tg de 23.42 min, B-sitosterol (PM 414)
con Tr de 24.67 min y la mezcla de a y B-amirina (PM 426) con Tg 26.93 y 26.92 min. Con
la finalidad de aislar estos compuestos se procedio a realizar un fraccionamiento secundario

de donde se obtuvieron 6 grupos de fracciones (F5/1 a F5/6). En F5/5 se obtuvo la mezcla
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de o y B-amirina (R=0.39), la mezcla de B-sitosterol (R=0.33) y estigmasterol (R=0.37);
estos compuesto fueron identificados por CCF, empleando estandares de referencia
(Sigma_Co). Los resultados de la evaluacion biologica indicaron que los compuestos
inhiben el crecimiento de M. tuberculosis Hs;Rv; el B-sitosterol inhibe un 4.92%, la B-
amirina en un 36.9%, el estigmasterol en un 51.7% y la mezcla de estos compuestos inhibio
en un 74.3%; siendo los responsables de la actividad antimicobacteriana. La B-amirina 'y -

sitosterol, fueron previamente evaluados como agentes antimicobacterianos.”

De manera adicional, en las fracciones secundarias F5/3 y F5/4 se detectd la presencia de
oxido de cariofileno, como compuesto mayoritario y una mezcla de tres ceras, los PM’s
fueron de 336 (C24Hus), 364 (CasHs2), y 392 (CasHsg), esta mezcla de ceras es el componente
principal de la fraccion primaria F5. Los compuestos se identificaron mediante el analisis de
sus EM (Cromatograma 2), los cuales presentaron el perfil tipico para este tipo de

compuestos.

Se continuo el fraccionamiento de la fraccion primaria F4, en este proceso se obtuvieron 5
grupos de fracciones. De las fracciones secundarias F4/2 y F4/3 (cromatograma 3) se
separaron tres compuestos mayoritarios por CCF de tipo preparativa, lograndose identificar
dos de ellos; uno correspondio al éxido de cariofileno y el otro a la mezcla de o y B-
amirina; que al evaluarlos contra M. tuberculosis (a la concentracion 100 ug/mL) se
encontro que las mezcla de o y B-amirina inhibe un 41.2% el crecimiento de la micobacteria
y el Oxido de cariofileno resulto inactivo. En esta misma fraccion estd presente otro
compuesto que no se pudo identificar estructuralmente por falta de muestra, ya que en el
proceso de purificacion se obtuvo Unicamente 5.5 mg del compuesto;* resta por enriquecer

este compuesto para proceder a su identificacion quimica.

* Investigacion realizada en la Unidad Médica en Farmacologia de Productos Naturales, Hospital de
Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, México; utilizando el método radiorespirometrico
Bactec 460, compuestos obtendios de Achillea millefolium por Fernandez V. J., (2001). Tesis de Maestria.l***!
*Este compuesto fue evaluado bioldgicamente por el método radiorespirometrico Bactec 460 y presentd un
porcentaje de 41.9 de inhibicion sobre el crecimiento de M. tuberculosis Hz;Rv.
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La fraccion secundaria 4/3D fue objeto de analisis por CG-EM, en el cromatograma (4) se
observo una mezcla de al menos seis compuestos, los cuales fueron identificados mediante

el andlisis de sus datos de EM. Los compuestos detectados se describen a continuacion.

La fraccion esta compuesta principalmente por una mezcla de ceras de diferente Tg
(cromatograma 4), tambien se detecto la presencia del oxido de cariofileno con Tr de 9.45
min. El otro pico con Tr de 15.13 min presentd un PM de 336 que corresponde a una
férmula molecular (FM) de Ca4Hus, €l cual presenta el perfil de fragmentacion tipico para
alquenos lineales, compuesto tambien detectado en la fraccion F5/3 y F5/4. Los picos con
Tr de 12.5 14.1, 16.40, 18.13 y 24.6 min presentaron PM’s de 280, 308, 364, 392 y 420,
respectivamente y correspondieron a los compuestos con FM de CxoHao, C22Has, CosHsa,
CagHse, C3oHgo, (cromatograma 4). Por altimo, los picos con Tr de 22.9 y 23.23 min,
presentan un PM de 426, que al analizar el patron de fragmentacion se observo que

presentan el perfil tipico para los triterpenos y corresponde a B-amirina y a-amirina.lX414%

De manera adicional se realiz6 el fraccionamiento de la fraccion primaria F6, mediante este
proceso se obtuvieron 9 grupos de fracciones. En la fraccion secundaria F6/3 se aislaron
cantidades adicionales de oxido de cariofileno, B-amirina y estigmasterol mismos que

previamente detectado en las fraciones F4 y F5 y también evaluados.

Respecto a las actividades biologicas descritas en la literatura cientifica para estos
compuestos, podemos mencionar que el éxido de cariofileno 220.35 g/mol, es un

sesquiterpeno aislado de numerosas especies medicinalest**"**"!

y con diversas actividades
bioldgicas entre ellas actividad antitumoral,’**®**Y antibacteriana,™*4"**% antiftngica,**?

antiinflamatoria,*>® antimalérica,**” antiprotozoaria®™® y antiplasmédica.[**®

Otro de los constituyentes aislados es el estigmasterol 414.0 g/mol, este es un esterol y un
constituyente comin de diversas plantas. ™"*? Dentro de las actividades biolégicas
reportadas para este compuesto son actividad antimicrobiana,®! antifangica,™®
analgésico,® antiulcerogénica,*®® hipoglicémica,™®? inhibidor de la DNA polimerasa

B—liasa ,[** inhidor de quimiocarcinogénesis,*®! antiinflamatorio®2***! y antioxidante.™*

167]
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Otro de los constituyentes aislados es el B-sitosterol 414.72 g/mol, este compuesto es un
esterol y constituyente comun de las plantas. Respecto a la actividad bioldgica presenta
moderada  actividad  antitumoral,*®!  antifingica,™®®  antimicrobiana,*6-161-68!
analgésico,*®? antiinflamatorio,**? antiulcerogénica,*®? hipoglicémico,'**? inhibidor de la

DNA polimerasa p—liasal*®® y como inhibidor de la elastasa de leucocitos humanos.!**

La o y B-amirina, son triterpenos presentes también en diferentes especies vegetales, se ha
reportado que muestran diversas actividades biologicas; por ejemplo, a-amirina presenta

[146,161] [161] (1621 antiinflamatorio 116217

actividad antimicrobiana, antifungica, analgésica,
antiulcerogénico,** hipoglicémicot*®? y, la p-amirina presenta actividad antiartritica,!*""
antiinflamatorio,*™” antimicrobiana,!*®®1>17 actividad citotéxical*™ y como inhibidor de
la elastasa de leucocitos humanos.®®! La mezcla de o y B-amirina presenta actividad

gastroprotectora.l*’

Otra fraccion que resulté activa fue F7, que al realizarle CCF se detecto la presencia de tres
compuestos mayoritarios. Esta fraccion se sometié a un analisis en HPLC; de donde se
obtuvieron los compuestos con Tr 3.63, 21.29 y 24.60 minutos, las condiciones analiticas
utilizadas se describen en la metodologia. En el cromatograma (Cromatograma 5) se

observa la presencia de tres picos mayoritarios que a continuacion se describen:

El pico con Tg de 3.63 minutos correspondid a la partendlida que al ser evaluado contra M.
tuberculosis Hs;Rv presentd un 98.57% de inhibicion a 100 pg/mL, siendo este el
compuesto responsable de la actividad biologica. Cabe mencionar que previamente se ha
reportado la CMI (16.0 pg/mL) para este compuesto al ser evaluado por el método
radiorespirométrico Bactec 460, contra M. tuberculosis Hs;Rv.l"® El pico de Tg de 21.29
min correspondio a la B-amirina y el tercer pico de Tr de 24.60 min corresponde al -
sitosterol, compuestos que fueron obtenidos y evaluados en las fracciones anteriores. La
partenélida se identifico por analisis de sus datos de RMN-'H y de EM con lo previamente
descrito (Epectro 1y 2).
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La partenolida 248.33 g/mol, es una lactona sesquiterpénica presente en varias especies

[75,176-178]

vegetales y con diversas actividades biologicas presentando actividad

antiinflamatoria,*"®""*"918 analgésica,l*”® inhibidor de la 5-hidroxytripotamina,i*®%

anticancerigeno,!>*® herbicida,!**" antiftgica y antibacterianal™ y antimigrafioso.[’>185-186]

Otra fraccién primaria que resulto activa fue F8, donde se aislo el acido ursolico mediante
un fraccionamieto secundario en CC-FN. El acido ursolico se obtuvo de las fracciones
secundarias F8/3 a F8/6, por analisis de CG-EM. En el cromatograma (cromatograma 6) se
observé un solo pico con Tg 0.8 min y el EM registro un i6n molecular de 456 que
corresponde al acido ursdlico debido al patron de fragmentacion tipico de triterpenos de tipo
urseno (fragmentos de m/z 248, 203, 189 y 175);1***1 e] fragmento de m/z de 203 se genera
por una fragmentacién Retro Diles Alder. Ademas se obtuvo el espectro de RMN-'H
(Espectro 3). Este compuesto inhibe en un 99.6% el crecimiento de M. tuberculosis Hz;Rv
al ser evaluado a 100 pug/mL. El &cido ursolico, se encuentra ampliamente distribuidos en el
reino vegetal™*® El 4cido ursélico obtenido de la especie A. quebracho-blanco fue activo
a la concentracion de 32 uM (14.6 pg/mL), el resto de triterpenos evaluados como: zeorina,
lupeol, &cido oleandlico, acido betulinico entre otros, resultaron activos en un rango de
concentracion de 32 a 64 uM. La conclusion obtenida de la evaluacion de estos triterpenos
es que la actividad antimicobacteriana se debe béasicamente a la estructura quimica que
presentan estos compuestos y al tipo de sustituyente presente en la molécula, asi por
ejemplo un grupo hidroxilo en el anillo A o B junto con la presencia de un grupo acido, al
igual que la presencia de grupos hidroximetil, propenil o 2-hidroxipropil en el anillo E del
triteperno son determinantes para obtener un efecto antimicobacteriano.l”® Otra conclusion
importante de estos autores es que la actividad antimicobacteriana de algunas especies
vegetales se debe a la presencia del lupeol, acido oleandlico, acido ursélico, o del &cido

betulinico, entre otros triterpenos.

Por otra parte algunos autores informan actividad antiinflamatoria® en el modelo del edema

plantar en rata inducido con carragenina,™®"*****! incluso describen su mecanismo de

* Se informa que el 4c. ursélico presenta un 1Ds, = 0.14 mM/cm?, al ser evaluado en el modelo de induccién
del edema con aceite de Croton en la oreja de raton; el efecto fue de dos veces mas potente que la
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accion. Otras actividades biolégicas que se han reportado son: hepatoprotectora,!*®1%
antitumoral,*****®! antimicrobiana,**¥ inmunomoduladora,**® antiviral,*2*"! inhibe a la
elastasa de leucocitos humanos,™ anticancerigeno,¥*%! efecto protector contra la
oxidacion de lipoprotefnas de baja densidad humana,™* citotéxical*®™ y es antagonista del

factor transformador del crecimiento (TGF-p).[*!

Es importante sefialar que es la primera vez que se identifica la presencia de la partenolida y
del &cido ursélico en C. houstoniana. Ademas este trabajo, es uno de los primeros que
describe la composicién quimica y el potencial antimicobacteriano de esta especie

medicinal.

Adicionalmente, en la fraccion primaria F3 se detect6 la presencia de tres compuestos que
se identificaron como: éxido de cariofileno, acetato de B-amirina y una mezcla de ceras*® de
Ca4, Co6, Cos y Cgo. El acetato de B-amirina inhibié en un 42.9% el crecimiento de la
micobacteria al evaluarlos a 100 pg/mL. Es importante mencionar que el oxido de
cariofileno fue el compuesto mayoritario de esta fraccion y resulto inactivo contra M.
tuberculosis Hz7Rv y los otros compuestos estaban presentes en minima cantidad por lo que

la fraccion fue inactiva (ver Tabla 13, Grafica 1).

Cabe sefialar que es la primera vez que se reporta la actividad antimicobacteriana del acetato
de B-amirina. Este en un triterpeno comun en diferentes especies vegetales y cuyas
actividades biolégicas reportadas son: analgésico,”™ antiinflamatorio,” antiartritico,!*"!

antimicrobiano, ! antiftingicol**” y anticancerigeno.!*"!

De manera adicional se realizé un anélisis de CG-EM de las fracciones primarias F1 y F2,
donde se observé la presencia de ceras. Estas fracciones presentaron porcentajes de
inhibicién muy bajos sobre el crecimiento de la micobacteria siendo de 16.0 y 6.4%

respectivamente, a la concentracion de 100 pg/mL.

indometacina (IDsy = 026M/cm?); se sefiala que este compuesto puede emplear como un control cualitativo
en las preparaciones de referencia tépico.

* Esta mezcla fue evaluada biolégicamente por el método radiorespirometrico Bactec 460 y presentd un
porcentaje de 42.55 de inhibicidn sobre el crecimiento de M. tuberculosis Hs;Rv.
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Respecto a las fracciones del extracto metandlico, de la F1 se aislaron cuatro compuestos,
los cuales se identificaron por CCF comparando los R con estandares de referencia
(Sigma_Co), estos compuestos correspondieron a: oxido de cariofileno, acetado de f-

amirina, mezcla de o y B-amirina y estigmasterol; que fueron previamente evaluados.

Por ultimo, se detectaron flavonas por CCF en las fracciones F2 y F3 y se realiz6 un analisis
por HPLC, el sistema empleado no fue el adecuado (cromatograma 7) pero
estas fracciones no presentaron actividad antimicobacteriana; sin embargo, se tiene
reportado en la literatura que se aislaron tetrametoxiflavonas de las raices de C. californica
y fueron las responsables de la actividad antimicrobiana reportada para la especie.**®! Resta

por aislar y caracterizar estas flavonas presentes en estas fracciones.
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VII.- CONCLUSION

El extracto hexanico de las partes aéreas (hojas, tallo, ramas, flores y fruto) de C.
houstoniana (Leguminosae) inhibe el crecimiento de M. tuberculosis Hs7Rv en
94.72%, a una concentracion de 100 ug/mL, al ser evaluado por el método
radiorespirométrico Bactec 460.

El fraccionamiento quimico-biodirigido del extracto hexanico via cromatografia en
columna permitio detectar que la actividad se presenta en las fracciones primarias
F(4-6) con un 89.76%, la F7 con 71.0% y la F8 con 99.45% de inhibicidn, sobre el
crecimiento de M. tuberculosis Hz7Rv a 100 ug/mL.

Debido a la actividad bioldgica observada en las fracciones, se procedio a separar los
compuestos presentes en cada una de ellas. De la F(4-6) se aislaron la $-amirina, [3-
sitosterol, estigmasterol y la mezcla de o y B-amirina; los cuales son responsables de
la actividad, inhibiendo el creimiento de M. tuberculosis Hs;Rv, al ser evaluados
individualmente estos compuestos presentaron el 36.9, 4.92, 51.7 y 41.2% de
inhibicion. Adicionalmente se encuentra la mezcla de los cuatro compuestos (o y B-
amirina, B-sitosterol y estigmasterol) que inhibien el 74.3%, siendo este el
responsable indiscutible de la actividad de la fraccion. La fraccion F7 se sometié a
un analisis por HPLC aislandose la partendlida como principal compuesto y
responsable de la actividad presentada en esta fraccion, inhibiendo en 98.57% contra
M. tuberculosis Hz7Rv a 100 pg/mL. Y en la fraccion F8 se aislo el acido ursolico
como compuesto mayoritario, el cual inhibe el crecimiento de M. tuberculosis Hz7Rv
en un 99.6% a 100 ug/mL. Adicionalmente en la fraccion primaria F3 se detecto la
presencia del acetato de B-amirina presentando un 42.9% y una mezcla de ceras con
un 42.55% de inhibicion, sobre el crecimiento de M. tuberculosis Hs7Rv al evaluarlo
a 100 pg/mL vy el oxido de cariofileno no afecta el crecimiento de la micobacteria a
esta misma concentracion.

El analisis de CG-EM de las fracciones primarias F1 y F2, permitié detectar la
presencia de ceras de 28 a 36 atomos de carbono, estas fracciones presentaron un

porcentaje de 16.0 y 6.4% inhibicién a la concentracion de 100 pg/mL.



Estudio quimico y evaluacion antimicobacteriana de Calliandra houstoniana

e Los resultados obtenidos, permitieron determinar que la especie C. houstoniana
constituye una fuente potencial de compuestos activos contra M. tuberculosis Hs7Rv;
y se valida parcialmente el uso de esta especie en la medicina tradicional de nuestro
pais.

e Este trabajo constituye el primero que informa acerca del estudio quimico y

farmacoldgico de la especie Calliandra houstoniana.
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Anexo I.

Cromatograma 1. Compuestos detectados en las fracciones secundarias F5-1 a F5-4
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Cromatograma 1. (continuacion).
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Cromatograma 1. (continuacion).
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Cromatograma 1. (continuacion).
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Cromatograma 1. (continuacion).
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Cromatograma 2. Compuestos detectados en las fraciones F5/3 y F5/4
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Cromatograma 2. (continuacion).
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Cromatograma 2. (continuacion).
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Cromatograma 3. Compuestos detectados en las fracciones secundarias F4/2 y F4/3.
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Cromatograma 3. (continuacion).
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Cromatograma 4. Compuestos detectados en las fracciones secundarias F4/3D.
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Cromatograma 4. (continuacion).
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Cromatograma 4. (continuacion).
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Cromatograma 4. (continuacion).
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Espactro 2. Espectro de masas de la partemdlida
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Cromatograma 6. Compuesto detectado en la fraccion F8/3-F8/6.
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Cromatograma 7. Analisis en HPLC de la F2 del extracto metanolico a 5 mg/mL
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ABREVIATURAS

PAS Acido aminosalicilico
AK Amikacina
CM Capromicina
CS Cicloserina
CPX Ciprofloxacina
C Clofacimina
CMI Concentracion minima inhibitoria
CG-EM Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas
CCF Cromatografia en capa fina
cC Cromatografia en columna
DMSO Dimetil sulfoxido
Plico, Diéxido de Carbono-14
DOTS Directly Observed Treatment Short-Course
DR Drogoresistencia
EM-IE Espectrometria de Masas por Impacto Electrénico
S Estreptomicina
E Etambutol
ETM Etionamida
FR Farmaco resistencia
FN Fase Normal
FDA Food Drug Administration
FM Formula Molecular
°C Grados celsius
IMSSM Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social de México
IR Infrarrojo
IC Indice de Crecimiento
H Isoniazida
K Kanamicina
L Microlitros
mg Miligramos
mg/mL Miligramos por mililitro
mL Mililitro
mm Milimetros
m Milimicras
MDR Multidrogoresistencia
@] Ofroxacina
OMS Organizacion Mundial de la Salud
PM Peso Molecular
Z Pirazinamida
% Porciento
PCT Programa de Control de Tuberculosis
P Protionamida
RA Reactivo analitico
RMN-C® Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
RMN-H* Resonancia Magnética Nuclear Protonica
R Rifampicina
SIDA Sindrome inmunodeficiencia adquirida
Tr Tiempo de Retencion
TAES Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado
B Tuberculosis
TB-MDR Tuberculosis Multidrogoresistencia
UICTEP Union Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares

VIH Virus Inmunodeficiencia Humana
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