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R.ESUMEN

La incidencia y prevalencia de tuberculosis (Tb) esta incrementandose
enormemente, se estima que en este afo habra 10.2 millones de infectados y
para el ano 2005 existiran 11.9 millones. Las principales causas que ocasionan
este problema son: a) diagnoéstico y tratamientos inadecuados, b) presencia de
cepas multidrogoresistentes, ¢) migracion y d) enfermedades que comprometen
el sistema inmunolégico como el SIDA, entre otros factores. En una
investigacion realizada sobre multidrogoresistencia, México ocupa el noveno
lugar y al Tb constituye una de las 20 causas de muerte en el pais. La
Direccion General de Epidemiologia (Octubre del 2001) reportdé que los
Estados de Chiapas, Baja California, Guerrero, Jalisco, Nuevo Leon y Veracruz
presentan mayor incidencia de Tb. Aunado a estos antecedentes, podemos
mencionar que los agentes terapéuticos utilizados para tratar este
padecimiento son escasos, poco eficaces y de alto costo. Estos problemas
complican los programas que se disefian para combatir la enfermedad.

Debido a la reemergencia de la tuberculosis, es urgente encontrar nuevas
sustancias activas contra el bacilo o bien que actuen como coadyuvantes para
el tratamiento de la enfermedad. La busqueda de principios activos se realiza
principalmente en fuentes de origen natural (plantas, microorganismos) o de
origen sintético, mediante el empleo de diversos ensayos biologicos, los cuales
permiten determinar la actividad de las sustancias sobre diferentes especies de
Mycobacterium.

El presente trabajo tuvo como objetivo realizar la evaluacion
antimicobacteriana de los extractos hexanico, metandlico y acuoso de las hojas

de Chamaedora tepejilote (Palmae) y aislar los compuestos responsables de la
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actividad biolégica, empleando diversos métodos cromatograficos y como
ensayo biolégico el micrométodo colorimétrico de alamar azul y el
radiorespirométrico. Este proceso permitié detectar que el extracto hexanico y
metanolico inhiben el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv mostrando un
porcentaje de inhibicion 80.24 y 38.85% respectivamente, a 100 ug/mL. El
fraccionamiento quimico biodirigido del extracto mas activo (hexanico) permitio
detectar que la actividad antimicobacteriana se concentraba en las fracciones
F1 y F8, presentando un porcentaje de inhibicion 65.04% y de 98.92%,
respectivamente a la concentracion de 100 ug/mL. En la fraccion F1 se detectd
la presencia de un compuesto mayoritario por analisis de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas. La fraccion F8 fue sometida a una
recromatografia en columna de fase normal, proceso que permitido obtener dos
compuestos, los cuales se caracterizaron quimicamente como acido ursolico y
el B-sitosterol. La caracterizacién quimica del acido ursélico se realizé6 mediante
andlisis de los espectros de RMN-H' masas, IR y EM. La evaluacion
antimicobacteriana del acido ursélico demostré que este compuesto inhibe el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en un 99.6% a 100 pug/mL.

La investigacion quimica biodirigida de la especie medicinal Ch tepejilote
permitid determinar que esta planta puede constituir una fuente potencial de
compuestos activos contra M. tuberculosis, aunado que este trabajo es el
primero que describe la investigacion quimica y biologica de Ch. tepejilote,
especie que es muy empleada en la medicina tradicional de Veracruz y Puebla

para tratar tos, tos seca y pulmonia.



l. INTRODUCCION

I.1. Generalidades de la tuberculosis en el Mundo y en México.

Mycobacterium tuberculosis, es el principal agente causal de la tuberculosis
(Tb) en el humano, es un bacilo intracelular facultativo aerébico, de crecimiento
lento. La pared celular del bacilo contiene altas concentraciones de lipidos,
estos componentes son los responsables de la tincidn acido-resistente de la
bacteria con el colorante rojo carbolfucsina, por lo que este microorganismo
también es llamado bacilo acido-resistente y sin motilidad. En los acidos grasos
de la pared celular es donde se han detectado constituyentes como el factor
cuerda, sulfolipidos entre otros, que le confieren propiedades virulentas al

bacilo (Warren y Body, 1996).

Los bacilos penetran en el organismo a través de las vias aéreas alcanzando
los alvéolos, donde son fagocitados por los macréfagos y conducidos
posteriormente al torrente sanguineo y linfatico (Warren y Body, 1996). Este
mecanismo de infeccion hace que la enfermedad se transmita de persona a
persona y que sea de facil contagio (Brandli, 1998). Asi por ejemplo, una
persona con Tb puede contagiar de 10 a 15 personas a su alrededor; los

bacilos al llegar al torrente circulatorio se alojan en los macrofagos, aunque
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pueden alojarse en forma extracelular en diferentes 6rganos, principalmente en

el pulmén.

En 1993, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré que la Tb
constituye un problema grave de salud a nivel mundial y México se encuentra
en la lista de los trece paises con mayor incidencia de esta enfermedad
(Arbelaez et al., 2000; OMS, 1997; Pietro et al., 2000; Raviglione et al., 1995).
Ademas, reportaron que en 1998 se presentaron 8.8 millones de casos y
murieron 2 millones de personas por esta enfermedad (Pietro et al., 2000; Dye,
1999). Otras estimaciones, mencionan que mas de 2 billones de personas son
contagiadas por Tb cada afo y estan en riesgo de desarrollar la enfermedad
(Orme et al., 2001; Dye, 1999), por lo que se estima que para el afo 2005
habra 11.9 millones de personas infectadas y la prediccion para el afio 2020 es
que aproximadamente 70 millones de personas moriran por Tb, cifras que
aumentarian si no se toman medidas necesarias para su control debido a la

presencia de cepas multidrogoresistentes (Raviglione et al., 1995).

La revision en la literatura acerca de la incidencia de Tb en el mundo varia,
algunos autores reportan 61.8% de casos por cada 100 mil habitantes (Nunez-
Rocha et al., 2000). En la Tabla 1 se indica la incidencia de Tb en algunos
paises incluyendo México. De los pocos estudios epidemiologicos realizados
en México, sobre la incidencia de la Tb se ha encontrado que esta enfermedad
constituye una de las 20 causas mas frecuentes de muerte en la poblacion

econémicamente activa (Salud Publica México, 2001). En 1993, Chiapas ocup6
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el primer lugar por mortalidad de Tb; reportdndose una incidencia de 11.7

casos por cada 100 mil habitantes (Alvarez-Gordillo et al.,1995).

Tabla 1. Incidencia de la tuberculosis

PAIS CASOS*
Indonesia 490 |
Sureste de Asia 44.0 I
Sur de Africa 38.0 |
India 44.0 |
Afganistan 34.0 |
China ' 36.0 |
América 18.0 |
EUA. 10.5 (1992)

6.8 (1998)
Texas, EUA. 12.5
Peru 2.5
México 13.1
17.0°
19.4°
Monterrey 25.0°
5.8°
6.2°
Veracruz 23.3°

*numero de casos por cada cien mil habitantes para 1996 (Dye et al., 1999; Taylor et al., 1999).
*“ numero de casos por cada cien mil habitantes para 1996 (Garcia-Garcia et al., 1998).
“numero de casos por cada cien mil habitantes para 1997 y 1999 (Granich et al., 2000); mismo
numero reportado en 1992 (Sifuentes-Osornio ef al., 1995).

“ numero de casos por cada cien mil habitantes para 1992 (Nufiez-Rocha et al., 2000).

Un estudio realizado en nuestro pais en 1997; reporta que Oaxaca, Sinaloa y
Baja California presentaron un mayor numero de casos por esta enfermedad,
con una incidencia de 25/100,000 habitantes, registrandose 23,575 casos de
manera oficial para ese afno; 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 o mas farmacos. De los casos

reportados, se encontrd6 que el 12% de ellos presentaron resistencia a
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isoniazida y el 43% con retratamiento fueron resistentes a la misma droga y un

22% presentaron multidrogoresistencia (MDR) (Granich et al., 2000).

Garcia-Garcia et al., en 1998 reportaron una incidencia de 19.4/100,000
habitantes, este ultimo resultado no coincide con lo reportado por otros autores
para 1997 (Granich et al., 2000; Sifuentes-Osornio et al., 1995), lo que indica
que los datos estadisticos sobre la prevalencia e incidencia de la Tb en México
son escasos. Los datos estadisticos para México hasta Octubre (semana 43)
del 2001; registra 12,552 nuevos casos de Tb a nivel nacional y los estados
con mayor incidencia son: Veracruz con 1469 casos, Chiapas con 1239 casos,
Baja California con 1074 Nuevo Leén con 850, Guerrero con 805, Oaxaca con

571 casos (DGE, 2001).

El aumento de los casos de Tb se debe a diversos factores come: a)
tratamientos y diagnésticos inadecuados, b) abandono de los tratamientos, c)
migracion, d) problemas de desnutricion, e) hacinamiento, f) enfermedades que
comprometen el sistema inmunolégico como el SIDA, cancer y diabetes
mellitus g) los accesos inadecuados a sistemas de salud, h) deterioro o
interrupcién en los programas oficiales del control de la Tb, i) condiciones
socioecondmicas bajas aunado al alto costo de los tratamientos y j) la aparicion
de cepas multidrogoresistentes (Alvarez-Gordillo et al., 2000; Arbelaez et al.,
2000; Culliton, 1992; DeCock y Lucas, 1994; Orme et al., 2001; Raviglione et
al., 1995). Otros factores de riesgo que incrementan el problema son:

insuficiencia renal, las terapias prolongadas con adrenocorticoides, terapias
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con inmunosupresivos, leucemia, alcoholismo, enfermedad de Hodgkin's,

drogadiccion, entre otras (American Thoracic Society 1994).

1.2. Tratamientos para la tuberculosis.

La Tb es un grave problema de salud en el mundo, dificil de erradicar, por lo
cual la OMS recomignda implementar estrategias gubernamentales para su
control y en 1993 inicio el programa de Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado conocido en México y Latinoamérica como TAES y por EUA es
DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course), este programa ha
demostrado la cura de 80% de los casos; sin embargo, la presencia de cepas
MDR son dificiles de tratar y erradicar. En la actualidad se cuenta con farmacos
que se clasifican en: a) agentes de primera linea y b) agentes de segunda linea

(Inderlied, 1994; Mandell y Sande, 1996).

a) AGENTES DE PRIMERA LINEA. Son aquellos que combinan el maximo
nivel de eficiencia con un grado aceptable de toxicidad; éstos incluyen
isoniazida (H), rifampicina (R), etambutol (E), estreptomicina (S) y pirazinamida

(£)

b) AGENTES DE SEGUNDA LINEA. Son aquellos que a causa de la

resistencia microbiana o de factores relacionados con el paciente se pueden
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utilizar; entre ellos podemos mencionar: etionamida, acido aminosalicilico,

cicloserina, amikacina, kanamicina y capreomicina.

El tratamiento inicial de la Tb principalmente recomendado a nivel mundial
involucra la administracion de 4 drogas de primera linea siendo estas, H, R, Z,
y E 0 S por dos meses seguido; de H y R por cuatro meses o H y E por seis
meses (Raviglione et al., 1995; Taylor et al., 1999). En caso de que el
tratamiento con farmacos de primera linea no de resultados favorables se
recomienda la administracion de 5 farmacos tanto de primera y de segunda
linea; sin embargo, estos tratamientos son muy costosos y provocan diversas

reacciones secundarias lo que hace que frecuentemente sean abandonados.

Es importante mencionar que los farmacos de primera y segunda linea, son
también empleados para tratar casos de Tb provocados por cepas diferentes
de Mycobacterium (Tabla 2), como: M. fortuitum, M. avium, M. bovis, M. leprae,
entre otros.

La Tb se presenta en diferentes formas siendo la mas comun la pulmonar
seguido de la extrapulmonar, pleural, endobranquial, meningea, gastrointestinal

y pericardial (American Thoracic Society, 1983).



Tabla 2. Farmacos de primera y segunda linea utilizados en el tratamiento de la
Tb provocado por M. tuberculosis y otra cepas de Mycobacterium

(Inderlied,1994).

Especies Primario Secundario Alternativas
Mycobacterium
M. tuberculosis isoniazida ciprofloxacina amikacina
M. tuberculosis rifampicina etionamida ofloxacina
M. bovis pirazinamida cicloserina rifabutina
estreptomicina esparfloxacina
etambutol
M. leprae dapsona etionamida claritromicina
rifampicina protionamida minociclina
clofazimina
Complejo MAC azitromicina amikacina cicloserina
(M. avium- intracellulare) | claritromicina clofazimina estreptomicina
etambutol ciprofloxacina
ofloxacina
rifampicina
rifabutina
M. chelonae amikacina kanamicina -
claritromicina
M. fortuitum amikacina cefmetazola
cefoxitina imipenium
minociclina
ciprofloxacina
capreomicina
kanamicina |

En nuestro pais, actualmente el programa TAES recomienda en la primera fase
de tratamiento el uso de tres farmacos (H, R, Z) por diez semanas para todos
los pacientes con diagnéstico nuevo de Tb y una segunda fase conocida como
de sostén, donde se administra R e H por quince semanas, pero a nivel
mundial el programa recomienda la administracion de 4 drogas (Granich et al.,

2000).



1.3. El problema de la multidroresistencia.

La aparicion de cepas de M. tuberculosis multidrogoresistentes es muy
frecuente y provoca que los tratamientos actuales sean cada vez mas
costosos, prolongados y poco eficaces. En la literatura se describe que la
resistencia se desarrollada por dos vias: la primaria y la adquirida. La primera
se define como la presencia de cepas resistentes a una o mas drogas
antituberculosas sin un tratamiento previo, y la adquirida es aquella que se
presenta por tratamientos inadecuados y/o por abandono del mismo, es decir
cuando la micobacteria no es inhibida a las concentraciones de farmacos
administrados y la persona diagnosticada con Tb requiere un tratamiento mas

severo y prolongado (Raviglone et al., 1995).

Los cuatro principales mecanismos que median la resistencia bacteriana en
general son: a) produccion de enzimas que inactivan al farmaco; b) las
bacterias sintetizan los sitios de accion contra los cuales el medicamento no
tiene efecto, como es el caso de la proteina mutante en la subunidad
ribosomica 30S que puede producir resistencia a estreptomicina y la metilacion
del RNA ribosémal 23S que induce resistencia a eritromicina; c) las bacterias
modifican su permeabilidad de modo que no se logra una concentracion
intracelular eficaz del farmaco y d) la bacteria exporta drogas haciendo uso de
la bomba de multidrogoresistencia que consiste en alterar el pH intra y
extracelular. Este efecto se observa para el caso de los antibidticos de tipo
quinolona. Ademas de estos mecanismos de resistencia descritos se presentan

frecuentemente mutaciones genéticas en la micobacteria, ya sea mutacion
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cromosomica o por adquisicion de un plasmido o un transposon, ocasionando
que los tratamientos primarios con farmacos antituberculosos sean pocos

eficaces (Warren y Ernest, 2000).

La prevalencia e incidencia de la multidrogoresistencia se observa en las
diversas investigaciones de tipo epidemiolégico realizadas por numerosos
investigadores (Cooksey et al., 2000; Granich et al., 2000; Orme et al., 2001;
Raviglone et al., 1995; Taylor et al., 1999). La prevalencia de esta enfermedad
en paises en vias de desarrollo va en aumento debido a dos factores
principalmente a) resistencia primaria a los farmacos antituberculosos y b)
resistencia adquirida por tratamientos inadecuados (Alvarez-Gordillo et al.,

2000; Cooksey et al., 2000; Granich et al., 2000).

En un estudio realizado en Texas, de 1987 a 1996 sobre la drogoresistencia
(DR) se reportaron 22,257 casos de Tb, el niumero de casos reportados en esta
region fue de 1757 en 1987 y 2542 para 1994 (Taylor et al, 1999),
presentandose un promedio anual de incidencia de 12.5 casos por cada
100,000 habitantes; el 9% de los casos presenté resistencia al menos a un
farmaco de primera linea (H, R ,E ,Zy S), el 4.6% presenté resistencia a H, el
23% aR, el 5%y 1.1% de los casos a S y E. La resistencia a S y H fue mas

comun seguido de H y R (Taylor et al., 1999).

Sin embargo, la resistencia a H y R en Texas es mas bajo que lo registrado en
Nueva York en el periodo 1987 a 1991, donde el 26% de los casos presentaron

resistencia a H y el 22% fue resistente a R (Taylor et al., 1999). Esta ciudad ha
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sido identificada como un area geografica con altos niveles de DR, donde la
prevalencia de coinfecciéon en pacientes con Tbh/VIH fue de 36.7% y el 20 al
30% de estos pacientes presentaron resistencia a H y del 16 a 19% de los

casos presentaron MDR.

Por otro lado, un estudio realizado en 35 paises del mundo de 1994 a 1997 se
registraron 555 casos, encontrando que 7.3% demostro resistencia a H y S,
6.5% a R; con una prevalencia global de resistencia primaria de 1.4%, el 36%

presento resistencia adquirida y el 12.6% presentd MDR.

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS realizaron un
estudio sobre la prevalencia de MDR en 10 paises de Latinoamérica de 1986 a
1990, este trabajo indico6 que México presentaba el 19.1% de resistencia a los
farmacos primarios. El Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia
Epidemiologica (INDRE) en el periodo 1989-1993 evalué 1811 casos de
aislados clinicos de M. tuberculosis de varios estados, encontrando una
resistencia primaria de 8.3% (Granich et al., 2000). Al comparar los resultados
de 35 paises a nivel mundial que participaron en un programa global de
vigilancia de DR a los antifimicos, la OMS y la Union Internacional Contra la
Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares (IUATLD) en el periodo 1994-1997,
encontr6 que México ocupd la novena posicion por presencia de cepas
resistentes de M. tuberculosis, con una resistencia primaria de 18.3% a uno de
los cuatro farmacos primarios (H, R, Z, S o E) y el 4% presento resistencia al
menos a dos drogas. Al relacionar los niveles de resistencia entre los pacientes

que recibieron un tratamiento previo, México se ubicaba en la sexta posicion,
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con una resistencia de 52% (Granich et al., 2000). En 1995, Sifuentes-Osornio
et al., reportan que de 84 casos estudiados, el 30% mostré resistencia al
menos a una droga, el 17% a dos drogas, el 9% a H, el 6% a R, el 2% a E, el

6% aHyRYyel 6% presenté MDR.
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l.4. Importancia farmacologica de las plantas medicinales.

La OMS reporta que el 80% de las personas que viven en paises
subdesarrollados hacen uso de la medicina tradicional; esto quiere decir que
3300 a 4000 millones de personas aproximadamente emplean plantas
medicinales para aliviar sus padecimientos o sus necesidades primarias de
salud. Asi mismo, reconoce el valor de esta practica terapéutica confiriéndole
gran importancia en los sistemas publicos de la salud (Eloff, 1998; Farnsworth
et al,1985). Diversas investigaciones sobre plantas medicinales han
demostrado que estas constituyen una fuente potencial de compuéstos activos,
asi por ejemplo Farnsworth et al., en 1985 describidé 119 principios activos
obtenidos de 90 plantas medicinales, entre estos podemos mencionar a la
pseudoefedrina y nor-pseudoefedrina con actividad simpaticomimético obtenida
de Ephedra sinica Stapf; al timol con actividad antifiungica obtenido de Thymus
vulgaris L; el tenepésido con actividad antitumoral obtenido de Podophyllum

peltatum L, entre otros.

Los compuestos puros obtenidos de plantas medicinales tienen importancia en
la medicina clasica occidental. En 1984, aproximadamente el 25% de los
farmacos administrados en los EUA y Canada se elaboraron a partir de
productos naturales (Eloff, 1998). También se estima que del 14 al 28% de las
plantas superiores son empleadas en la terapéutica tradicional de diversos
paises y solamente el 15% de las angiospermas han sido investigadas

quimicamente y el 74% de los componentes farmacologicamente activos de
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plantas fue descubierto después de conocer el uso etnomédico de la planta

(Eloff, 1998)

La herbolaria es la practica terapéutica que utiliza plantas medicinales y aun
constituye el recurso mas conocido y accesible para grandes masas de la
poblacion mexicana. La extraordinaria riqueza floristica (26,500 especies y
aproximadamente 9500 endémicas), ubica a México en el cuarto lugar mundial,
lo que ha permitido que se desarrolle la medicina tradicional desde épocas
prehispanicas, un ejemplo sobre el registro del conocimiento medicinal de las
plantas por los grupos indigenas lo podemos encontrar en el Manuscrito del
Cédice de la Cruz Badiano de 1552. Este documento describe el valor
medicinal de casi 200 especies y la validacion de este conocimiento empirico
fue realizado por los investigadores de la Universidad de Utah en 1975,
quienes trabajaron con 25 especies mencionadas en el Cédice, comprobando
que los principios activos extraidos de éstas poseen las propiedades

terapéuticas (Rivera, 1999; Eloff, 1998, Lozoya, 1999).

La busqueda de compuestos de origen natural decayé por mucho tiempo
(1930-1970), dado el auge en la obtencion de productos sintéticos
aparentemente similares a los de origen natural, de mayor eficacia y mas
baratos. Sin embargo; el resurgimiento de enfermedades, que se creian
erradicadas (como paludismo, malaria, diversas parasitosis, tuberculosis, lepra
y enfermedades bacterianas), estan ocasionando severos problemas de salud,

presentandose en muchos casos resistencia a los farmacos, lo que hace que
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muchos tratamientos sean poco eficaces, muy caros, mas prolongados y en

muchas ocasiones con efectos secundarios severos.

Debido a esta problematica en el area de la salud, en fechas recientes se ha
incrementado las investigaciones desde el punto de vista quimico y
farmacologico de las plantas enfocadas a la busqueda de nuevos principios
activos o moléculas prototipo para el desarrollo de compuestos
farmacologicamente activos, menos téxicos, mas selectivos y por lo tanto mas

eficaces (Cragg et al., 1997).

I.5. Las plantas medicinales como fuente potencial de compuestos activos|

Debido a la presencia de diversas enfermedades que constituyen graves
problemas de salud a nivel mundial, como la tuberculosis; numerosos grupos
de investigacion se han dado a la tarea de explorar el potencial
antimicobacteriano de diversas fuentes naturales como las plantas
medicinales, microorganismos terrestres y marinos (Cantrell et al., 1998; Gentry

et al., 1998; Konig et al., 2000, Lall y Meyer, 1999; Van Puyvelde et al., 1994).

Especificamente, algunas plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de
la tuberculosis y/o sintomas relacionados con el padecimiento, han sido objeto
de investigaciones de tipo quimico-biodirigido, lograndose aislar el o los
principios activos (Cantrell et al., 1999a; 1999b; 1996; Fischer et al., 1998,

Watcher et al., 1999).
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Estas investigaciones se han enfocado a la busqueda de compuestos
antimicobacterianos en extractos de plantas medicinales, que inhiben
diferentes cepas de micobacterias como M. tuberculosis H37Rv (la mas
utiizada), M. avium, M. simiae, M. smegmatis y M. intracellulare, asi como
cepas de aislados clinicos de M. tuberculosis. Por ejemplo, Van Puyvelde et al.,
en 1994 reportd que los extractos etandlicos de Tetradenia riparia y Bidens
pilosa, mostraron actividad a 500 ug/mL contra M. tuberculosis y solamente T.
riparia y Pentas longiflora inhibieron el crecimiento de M. simiae a 1000 pg/mL.
Al realizar el estudio quimico-biodirigido de T. riparia, se aislé un diterpenodiol
caracterizado quimicamente como 8(14)15-sandaracopimaradiene-7a,18-diol
que inhibio el crecimiento M. tuberculosis, M. avium, y M. simiae a 100 ng/mL

(Van Puyvelde et al ., 1994).

Asi mismo, de la evaluacion de 230 extractos organicos de 118 especies
medicinales colectadas en diferentes partes del continente Americano; se
encontré6 que las especies Chrysacthimia mexicana, Erigeron annua, E.
strigosus, Euthamia leptocephala, Rudbekia subtomentosa, Solidago petiolaris,
Magnolia acuminata y M. grandiflora mostraron actividad a una concentracion
de 100 pg/mL contra M. tuberculosis y M. avium; por otro lado, los extractos de
Borrichia frutescens, Solidago arguta, Aster praeltus, Calea divaricata, C.
cardonae, C. berteriana, Echinaceae artrorubens, Celtis laevigata, Gaillardia
aestivalis, Heterotheca subaxillaris, Liatris oblingerei y Polygonella fimbriata
mostraron actividad contra M. tuberculosis y moderada actividad contra M.
avium a 100 pg/mL. El extracto de la raiz de Euthamia leptocephala fue el

menos activo, inhibiendo el crecimiento de M. tuberculosis y M. avium a 1000
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ng/mL. La evaluacion de estos extractos se realizdé por el metodo

radiorespirométrico (Cantrell et al., 1998).

Otras investigaciones realizadas en fechas recientes, reportan que del extracto
metandlico de las semillas de Melia volkensii se aislé el 12f3-hidroxikulactona y
el 6p-hidroxikulactona, siendo los responsables de la actividad
antimicobacteriana mostrado por el extracto original. Estos compuestos
inhibieron el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a las concentraciones de 16
y 4 ng/mL respectivamente, al ser evaluados por el método radiorespirométrico

(Cantrell et al., 1999a).

Por otro lado, del extracto metandlico de las partes aéreas de Ajuga remota, se
aislaron los compuestos ergosterol-5,8-endoperoxido, acetato de ergosterol—
5,8-endoperoxido, ergosterol y ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-33-ol y los
diterpenos clerodina, ajugarina | y Il. El primer constituyente resulté el mas
activo con un CMI = 1 ug/mL contra M. tuberculosis H37Rv; el siguiente
compuesto fue activo a 8 ug/mL y el resto de los compuestos no fueron activos
a la maxima concentraciéon evaluada (>128 pg/mL); la evaluacion de estos
compuestos se realizd por el método radiorespirométrico (Cantrell et al.,
1999b).

Una investigacion realizada con especies vegetales del continente Africano
encontraron que de un total de 14 extractos acetonicos, 12 de ellos resultaron
activos contra M. tuberculosis H37Rv; siendo los extractos de Croton
pseudopulchellus, Ekebergia capensis, Euclea natalensis, Nidorella anomala y

Polygala myrtifolia los mas activos (0.1 mg/mL), el extracto de Maytenus
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senegalensis fue activo a 1.0 mg/mL, la evaluacién se realizé por el método

radiorespirométrico (Lall y Meyer, 1999).

Respecto a investigaciones realizadas en compuestos puros, se ha reportado
la actividad de 19 triterpenoides pentaciclicos obtenidos por fraccionamiento
biodirigido de las especies Sarmienta scandens, Baccharis patagonica, Monttea
aphylla, Aspidosperma quebracho-blanco, Acaena pinnatifida, Chuquiraga
ulicina. El triterpeno aislado de S. scandens; caracterizado como zeorina, fue el
mas activo; inhibiendo el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv .a una
concentracion de 8 puM. Los acidos pomdlico y torméntico aislados de A.
pinnatifida fueron activos contra M. tuberculosis a 32 uM. De A. quebracho-
blanco se aislé el acido ursélico que fue activo contra M. tuberculosis a 32 pM:;
esta misma actividad se observo para los triterpenos uvaol, acido betulinico y

betulina (Watcher et al., 1999).
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I1. GENERALIDADES DE Chamaedora tepejilote

Il.1. Descripcion botanica.

Chamaedora tepejilote Liebm ex Mart pertenece a la familia Palmae. Es una
planta de ornato y de uso medicinal, popularmente conocida como tepejilote
(con este mismo nombre comun también se conoce a la especie Ch. oblongata,
planta que de la misma manera es utilizada para tratar problgmas de vias
respiratorias como tos, tos ahogadora y anginas; Argueta et al., 1989), palmillo
dulce (centro América) palmilla, pacaya y palma camedor, mojtoy (tzetzal),
litampa (totonaca) entre otros (Lopez, 1988; Martinez, 1989; Morales y Toledo,
1987). Es una palma fanerofita de aproximadamente 5 m de altura. El tallo es
verde y delgado; las hojas son grandes, a veces alcanzan 1.10 m de largo y
estan divididas en segmentos, alternas y lanceoladas, las pinulas son
pequenas que nacen desde el vértice central y presentan una linea de color
amarillo en el envés (Figura 1). Las flores son amarillas con frutos de color

negro cuando maduran con pedicelos rojos.

En México, la especie se distribuye principalmente en selva alta subperennifolia
(bosque tropical perennifolio) de Puebla, Veracruz y Oaxaca (Lopez, 1988,
Rzendowski, 1994). En una busqueda en los Herbarios MEXU del Instituto de
Biologia de la UNAM, e IZTA de la Facultad de Estudios Superiores |ztacala,
UNAM; se encontré que existen ejemplares colectados en algunas regiones de

Veracruz, Oaxaca, Tabasco, Puebla, Chiapas y Colima, México: (Papantla,
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Tuxtepec, Oaxaca; Ixtlan de Juarez, Oaxaca; Tehuantepec Oaxaca; Vicente
Guerrero municipio de Teapa, Tabasco; Hidalgotitian en el Estado de Coahuila,
Regiones Zoque y Popoluca de Magallanes en Veracruz, en la Depresion

Central y Sierra Madre del Sur del Estado de Chiapas).

Fig. 1. Chamaedora tepejilote



1.2. Uso medicinal de Ch. tepejilote.

En nuestro pais, esta especie es empleada en la medicina tradicional,
especificamente en el Estado de Veracruz donde el principal uso medicinal es
para tratar la tos seca, para ello se prepara un té con las hojas junto con la
hierba dulce (Lippia dulcis) y se toma el preparado como agua de tiempo

(Comunicacién personal, Lopez)

La decoccion de las hojas de Ch. tepejilote mezclado con canela y corteza de
mora (Morus alba L.) es empleado para tratar la pulmonia por los grupos
étnicos totonacas y tepehuas de Mecapalapa, municipio de Pantepec, Puebla
(Aguilar et al ., 1994 Diaz, 1976; Lopez, 1988). En el Estado de Veracruz, los

frutos de esta planta son comestibles (Lopez, 1988).

11.3. Investigacion quimica, biologica y/o farmacologica.

El género Chamaedora ha sido escasamente investigado desde el punto de
vista quimico, del extracto acuoso de las hojas de Ch. elegans se aisl6 una
saponina esteroidal 5a,25R-espirostano-1p,3a-diol (Rao y Alvarez, 1984),
siendo este trabajo el uUnico que describe la composicion quimica de una
especie del género.

Respecto a su actividad biolégica y/o farmacologica, la especie fue objeto de
una investigacion previa donde se reporté que la planta inhibe el crecimiento M.

tuberculosis H37Rv (Jiménez et al., 2002)
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II. J USTIFICACION

La tuberculosis es una de las infecciones mas extendidas en el mundo,
constituyendo un grave problema de salud publica, especialmente en los
paises subdesarrollados, debido a que Mycobacterium tuberculosis y otras
cepas de mycobacterias han adquirido con el tiempo resistencia a los
antifimicos existentes, lo que hace que los tratamientos sean mas
prolongados, costosos y en muchas ocasiones con  efectos secundarios
severos. Por lo anterior, es evidente la necesidad de contribuir con
investigaciones dirigidas hacia la busqueda de nuevos compuestos activos
contra Mycobacterium tuberculosis que sean mas efectivos, menos toxicos y
mas selectivos. En este sentido, en México existen muchas especies
vegetales que son utilizadas en la medicina tradicional para tratar la Tb y/o
padecimientos relacionados con la enfermedad; y que a la fecha no han sido
objeto de investigacion quimica y farmacoldgica alguna por lo que estas
plantas pueden ser una fuente potencial para la obtencion de nuevas
estructuras prototipo o compuestos utiles para el desarrollo de agentes

antifimicos.
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V. OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios responsables de la actividad

antimicobacteriana presentes en Chamaedora tepejilote.

VAL OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionar y colectar el material vegetal objeto de estudio.

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

3. Preparar los extractos (hexanico, metandlico y acuoso) y evaluar la
actividad antimicobacteriana de los mismos.

4. Realizar el fraccionamiento quimico de los extractos de Chamaedora
tepejilote que presentaron actividad antimicobacteriana.

6. Evaluar la actividad antimicobacteriana de las fracciones primarias.

7. Separar el o los compuesto(s) activo(s) empleand6 diversas técnicas
cromatograficas y elucidar la estructura de los compuestos bioldgicamente

activo(s) mediante métodos espectroscopicos y espectromeétricos.



V. METODOLOGiA

V.1. Seleccion de la especie

La especie Ch. tepejilote se seleccion6 con base en el uso popular de la planta
en la medicina tradicional de México para el tratamiento de tos, tos seca,
pulmonia y padecimientos de vias respiratorias (Aguilar et al., 1994,
Hernandez, 1988; Lopez, 1988). En una investigacion previa se reporta que Ch.

tepejilote .inhibe el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv (Jiménez et al., 2002).

.2. Colecta del material vegetal

Una vez seleccionada la especie, se procedié a la colecta del material vegetal
fresco (hojas) en el municipio de Coatepec, Veracruz, durante Marzo del 2001;
con base en la informacion descrita sobre su distribucion geografica en nuestro
pais (Lopez, 1988; Rzendowski, 1994). El material vegetal fresco se colectd en
cantidad suficiente (aproximadamente 10 Kg) para realizar el estudio
fitoquimico-biodirigido.

La identificacion botanica de la especie fue realizada por la Dra. Abigail Aguilar,
responsable del Herbario IMSSM del Instituto Mexicano del Seguro Social y un
ejemplar fue depositado en el herbario antes mencionado (N° de voucher:

140321).



.3. Operaciones preliminares y preparacion de los extractos.

El proceso de secado de las hojas de Ch. tepejilote se realizd6 a temperatura
ambiente y a la sombra. El material vegetal seco se tritur6 en un molino de
cuchillas (modelo Tor Rey M-12). Posteriormente, el material seco y molido se
peso y se dividio en tres partes, dos de 450 g y uno de 200 g para preparar por
separado los extractos correspondientes (hexanico, metanolico y acuoso). En
el caso de este trabajo se preparo el extracto hexanico y metandlico a partir de
450.g mediante maceracion a temperatura ambiente con disolventes grado RA
(Mallinckrodt), cada extraccion se realizd por periodos de 24 horas (3 veces x 5
L). Los extractos se filtraron y concentraron por separado hasta sequedad bajo
presion reducida (335 y 337 mm Hg para el hexano y el metanol,
respectivamente) en un rotaevaporador marca Buchi 461 Water Bath a 40° y se
registraron los rendimientos respecto al peso seco del material vegetal (Figura
2).

Asi mismo, se prepar6 el extracto acuoso a partir de 200 g de material vegetal
empleando el proceso de digestion con agua destilada a 60°C, lograndose
obtener 34.86 g. El extracto fue llevado a sequedad por proceso de liofilizacion

hasta eliminar por completo el agua.
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.4. Actividad antimicobacteriana.

V.4.1. Micrométodo colorimétrico de alamar azul

Este ensayo se realiz6 siguiendo la metodologia previamente descrita por
Collins y Franzblau, 1997 y Pietro et al., 2001, bajo estrictas condiciones de
esterilidad y para ello se emplearon microplacas transparentes estériles de 96
pozos (Falcén 3072, Becton Dickinson) con tapa (Figura 3) y como
microorganismo de prueba se emplearon cepas de M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294), M. avium (ATCC 35717) y cuatro cepas monoresistentes de M.
tuberculosis H37Rv: resistente a estreptomicina (ATCC 35820), resistente a
isoniazida (ATCC 35822), resistente a etambutol (ATCC 35837) y resistente a
rifampicina (ATCC 35838); el reactivo alamar azul fue obtenido de Biociencias

Alamar, Accumed, Westlake, Ohio.

El fundamento de este ensayo radica en el cambio de color del alamar azul, el
cual utiliza como sustancia indicadora de oxido-reduccién el colorante
resarzurina; este colorante permanece de color azul (estado oxidado) cuando
no hay crecimiento bacteriano o no existe alteracion del pH del medio donde se
encuentra; por lo contrario cuando existe crecimiento bacteriano y se altera el
pH del medio, el alamar azul cambia a un color rosa (estado reducido) (Yajko et

al., 1995).

Desarrollo del ensayo:
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Los pozos de la periferia de la placa se les adicion6 200 uL de agua destilada
con la finalidad de mantener la humedad durante el proceso de incubacion. El
resto de los pozos se utilizaron para el ensayo biolégico (Figura 3). A cada
pozo se le agregaron 100 uL de medio de cultivo Middlebrook 7H9 enriquecido
con OADC (acido oleico, albimina, dextrosa y catalasa), 20 uL de la muestra
problema (extracto, fraccion o compuesto puro) o del control y posteriormente
se le adiciono 100 pL de suspensién de M. tuberculosis a una concentracion de
6x10° UFC/mL, el cual fue comparado con el tubo 1 del estandar de McFarland.
Es importante mencionar que en cada ensayo se prepararon tres controles, uno
de disolvente (m), otro de microorganismo sin droga (b) y el ultimo de

microorganismo diluido 1:100 (d).

Las muestras problemas de tipo organico (extractos y fracciones) se
solubilizaron en DMSO y las muestras acuosas en medio 7H9 y se evaluaron a
las concentraciones de 200, 100 y 50 pug/mL y por triplicado. En cada ensayo
se emplearon 0.125 ug/mL de rifampicina o etambutol como farmaco de

referencia.

Las placas una vez inoculadas se incubaron a 37°C durante 5 dias.
Transcurrido el tiempo de incubacion, el control b fue evaluado anadiendo al
pozo 20 pL de soluciéon 10x de alamar azul y 12.5 ulL de tween 80 al 20%. Las
placas se reincubaron por 24 h mas a 37°C. La adicién del alamar azul a este
control sirve para observar el crecimiento 6éptimo de la micobacteria, el cambio
de color de azul a rosa indica que hubo crecimiento de la micobacteria, por lo

que se procede a agregar al resto de los pozos el tween 80 (12.5 uL) y el
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alamar azul (20 plL). Las microplacas se incubaron nuevamente a 37°C por 24

h, transcurrido este tiempo las placas fueron observadas en forma visual.

Los resultados fueron interpretados como positivos en aquellos casos donde el
color del alamar azul permanece sin cambio después del Ultimo periodo de
incubacion, lo que indica que no hubo crecimiento de la micobacteria y su
crecimiento fue inhibido por presencia del extracto o de la fraccion. En aquellos
pozos donde se presentd un cambio en la coloracién (rosa), el resultado se
toma como negativo, indicandonos que hubo crecimiento de la micobacteria y

que el extracto no inhibe su desarrollo.
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V.4.2. Método radiorespirométrico automatizado (Bactec TB-460)

Se realizo siguiendo la metodologia descrita por Cantrell et al,1996, 1998,
1999a; Collins y Franzblau, 1997; Franzblau, 1998; Inderlled, 1994. Este
meétodo es ampliamente utilizado para determinar la  actividad
antimicobacteriana de sustancias de origen sintético o natural; el cual emplea
un medio liquido (Becton Dickinson Bactec 7H12, 4 mL) que contiene como
sustrato al acido palmitico marcado isotopicamente 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 y el equipo Bactec TB-460 automatizado (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument System John-Stan Laboratories, Towson, MD) mide la
cantidad de "CO, liberado. El valor de '*CO; es proporcional a la cantidad de
microorganismo presente en el medio, de esta forma se registra el indice de
crecimiento (Gl) de la micobacteria en una escala de cero a 999. Es importante
mencionar que el registro de '“CO, se determin6 cada 24 h después del tercer
dia de incubacién y hasta que el control de cultivo o de disolvente alcanzé un
Gl de 999. Por este ensayo biologico se realiz6é por triplicado y se empleo M.

tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)

De cada extracto seco (libre de disolvente) se tomaron 8 mg de peso seco y se
solubilizaron en 1 mL de DMSO; esta solucién patron (8 mg/mL) se esterilizd
por filtracion empleando un filtro estéril de 0.22 um de diametro (Millex-FG,
Millipore, Bedford, MA) y se almacend a -80°C hasta ser utilizados. De esta
muestra se realizaron diluciones 1:2 (4 mg/mL), 1:4 (2 mg/mL) y 1:8 (1 mg/mL)

en DMSO. De la soluciéon patron (8 mg/mL) y de estas ultimas diluciones se
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tomaron 100 uL y por separado se adicionaron a 4 mL de medio 7H12 (Bactec
12B); obteniéndose asi concentraciones finales en los viales de ensayo de 200,

100, 50 y 25 pg/mL.

Para el caso del ensayo de 400 pg/mL, se tomaron 200 uL de la solucion
patron (8 mg/mL) y se adicionaron a 4 mL de medio 7H12 (Bactec 12B). En
cada estudio se prepararon cuatro controles; dos de disolvente (DMSO), que

recibieron 100 y 200 uL de DMSO, un tercer control fue el control positivo

(rifampicina 0.125 ug/mL) y el cultivo control.

M. tuberculosis H37Rv fue previamente cultivado en el medio 7H12 (Bactec
12B) hasta alcanzar un Gl de 999; del cual se tomaron 100 pL y se adicionaron
a cada vial (controles y muestra problema), una vez inoculados los viales con
muestra problema y microorganismos, estos se incubaron a 37°C por tres dias
consecutivos. La lectura de Gl se determiné diariamente después de un
periodo de incubacién de tres dias y se registraron hasta observar un Gl de 999
en el control de DMSO, en caso de que el control no alcanzara este valor, el
estudio finalizaba hasta el décimo dia.

El porcentaje de inhibicion fue calculado con la siguiente formula:

[1-(GI muestra problema/ Gl control de disolvente) x 100].

Los resultados fueron interpretados como negativos en aquellos extractos
donde hubo presencia de *CO,, lo que sefala que hubo metabolismo activo y
crecimiento de las micobacterias; por lo contrario, la falta de '“CO, indic6 que el

crecimiento de las micobacterias fue inhibida por los extractos.



En el caso de la evaluacion de las fracciones y compuestos puros se siguio la

misma metodologia previamente descrita, con la Unica diferencia de que estos

fueron evaluados a la concentracion de 100 pg/mL.

gido de los extractos activos de Chamaedora

.5. Fraccionamiento biodiri
tepejilote.

V.5.1. Extracto hexanico.

Una vez realizada la evaluaciéon biolégica de los extractos, se procedid a
realizar el fraccionamiento quimico-biodirigido del extracto que mostré mayor
actividad. Como primer paso, se realizd el fraccionamiento del extracto
hexanico (8.3 g) utilizando la cromatografia de adsorcion en columna abierta,
empacada con 83.02 g de silica gel y como sistemas de elucion se utilizaron
mezclas de disolventes con grado creciente de polaridad, los cuales se
describen en la Tabla 4. Este proceso permiti6 obtener un total de 64
fracciones de 250 mL cada una. El analisis de cromatografia en capa fina (ccf)
se realizd siguiendo las técnicas convencionales, en este caso se utilizaron
placas de aluminio recubiertas de gel de silice (Kiesegel 60 Fzs4, MercK) y
como agente cromogénico se utilizé acido sulfurico al 10%. El analisis
cromatografico permitié reunir las fracciones primarias en 10 grupos (F1-F10).
Cada fraccion primaria, fue sometida a evaluacion bioldgica por el micrométodo
colorimétrico de alamar azul y el radiorespirométrico. En el primer ensayo, las
fracciones fueron evaluadas a tres diferentes concentraciones (50, 100 y 200

ug/mL) y en el ensayo radiorespirométrico las fracciones fueron evaluadas a

100 pg/mL. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y se empled como organismo
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de prueba M. tuberculosis H37Rv. Los resultados de la evaluacion
antimicobacteriana de las fracciones primarias por el micrométodo colorimétrico
de alamar azul, demostraron que la actividad bioloégica se concentraba en la
fraccion F8, por lo que esta fraccion primaria fue objeto de una segunda
cromatografia en columna, los sistemas de elucion empleados en esta

recromatografia se describen en la Tabla 5.

Tabla 4. Fraccionamiento primario del extracto hexanico de Ch. tepejilote.

ELUYENTE | % FRACCIONES CLAVE | PESO |RENDIMIENTO

ELUIDAS |REUNIDAS mg %

12"

Hex 100 1-29 3-13 F1 323.32 3.89

14-26 F2 37.58 0.452

27-28 F3 | 14.94 0.179

Hex:AcOEt | 75:25 30-37 29-30 F4 2381.7 28.68
31-37 F5 |1025.11 12.34

Hex:AcOEt | 50:50 38-44 38-45 F6 718.87 8.65
Hex:AcOEt | 25:75 45-53 46-56 F7 27714 333 |
AcOEt 100 54-64 57-59 F8 |2918.62 35.15 |

60-61 F9 90.54 1.09

62-64 F10 | 14156 1.70

* Fraccion desechada.

De la fraccion activa F8 se colectaron un total de 39 fracciones secundarias de
250 mL cada una, las cuales fueron agrupadas de acuerdo a sus
caracteristicas cromatograficas en ccf. Este proceso generé un total de 11
grupos de fracciones secundarias (F8-A a F8-K). Del fraccionamiento
secundario, la F8-E eluidas con Hex:AcOEt (90:10 y 80:20) y la F8-F eluidas
con Hex:AcOEt (80:20) se obtuvieron 1.9 y 19.9 mg de un compuesto

mayoritario.



Tabla 5. Fraccionamiento

secundario de la fracciébn activa (F8) de Ch.

tepejilote.
ELUYENTE % FRACCIONES CLAVE PESO
ELUIDAS |REUNIDAS | | (mg)
Hex: AcOEt 90:10 1-9 1 F8-A 51.8 |
2  F8-B 53.6
3-4 F8-C 18.0
5-8 F8-D 19.3
9 F8-E 19 |
Hex: AcOEt 80:20 10-14 10-11 _
12-14 F8-F 199 |
Hex: AcOEt | 70:30 15-19 15-19 F8-G 51.2
20 F8-H 29.3
Hex: AcOEt 60:40 21-25 21-22 ) |
23-25 F8-I 89.8
Hex: AcOEt | 50:50 26-30 26-29 n
30 F8-J 71.0
Hex: AcOEt | 25:75 31-35 31-32
33-35 F8-K 170.0 |
AcOEt 100% 36-39 36-39 ]

Cabe destacar, que en la fraccion secundaria F8-A se detectd la presencia de

B- sitosterol, al realizar ccf de tipo comparativa con una muestra comercial,

presentando un Rf idéntico.

La evaluacion antimicobacteriana por el método radiorespirométrico de las

fracciones primarias indicé que, las fracciones F1 y F8 inhiben el crecimiento

de la micobacteria a la concentracion de 100 ug/mL. Las fracciones primarias

F3, F4 y F5 no afectaron el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a 100 pg/mL

y en estas fracciones se detecto la presencia de B-sitosterol, al ser comparado

en ccf con una muestra comercial, presentando un Rf idéntico.



V.5.2. Fraccionamiento quimico de los extractos metandlico y acuoso.

De manera adicional se realizo el fraccionamiento quimico de los extractos
metandlico y acuoso;, dado que el primero de ellos presentd moderada
actividad sobre el crecimiento de la micobacteria con un 38.85% de inhibicion a
100 pg/mL

En primer término, se realizé el fraccionamiento quimico del extracto
metanolico, (10 g) utilizando cromatografia en columna de fase normal
empacada con 100 g de silica gel y como sistemas de elucion una mezcla de
disolventes con diferente grado de polaridad. Este proceso permitio obtener un
total de 35 fracciones de 218 mL c/u (Tabla 6).

De las fracciones eluidas con AcOEt 100% (fraccion FE) se detectd la
presencia del B-sitosterol al realizar ccf con una muestra auténtica y con la
muestra previamente obtenida del extracto hexanico; de las fracciones eluidas
con MeOH 100% (fraccion Fl) se detecto la presencia de B-D-glucositosterol
por analisis comparativo en ccf con una muestra auténtica del compuesto
aislado previamente de la especie Achillea millefolium. Cabe hacer la
aclaracion que a la fecha no se han evaluado biolégicamente las fracciones

primarias del extracto metandlico contra M. tuberculosis.
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Tabla 6. Fraccionamiento primario del extracto metanolico de Ch. tepejilote.

ELUYENTE % | FRACCIONES | CLAVE | PESO
o o (mg)

Hex | 100 i | FA | 1488
Hex: AcOEt | 75:25 2-4 FB 25.0

| Hex: AcOEt | 50:50 5-11 FC 793 |
Hex: AcOEt | 25:75 12-14 FD ~63.0
AcOEt 100 15-19 FE 275.9
AcOEt:MeOH | 75:25 20-22 FF 8.9
AcOEt:MeOH | 50:50 23-27 FG 24.3
AcOEtMeOH | 25:75 28-33 FH ~ 467.58

MeOH 100 34-35 FI 3226.15 |

El extracto acuoso fue inactivo a la maxima concentracion evaluada (200
ug/mL), pero en una investigacion sobre el efecto antiinflamatorio del extracto
se encontré que el extracto inhibe el proceso inflamatorio (David, 2002). De
acuerdo con este antecedente, se decidio realizar el fraccionamiento quimico
del mismo, empleando para ello cromatografia abierta de fase reversa (100 g
de sephadex LH20). En la columna se colocdé 1 g del extracto acuoso y se
empled como sistemas de elucion MeOH y EtOH (Tabla 7). Este proceso
permitié obtener un total de 19 fracciones de 40 mL cada una. Cada fraccién
fue analizada por cromatografia de ccf de fase reversa (Merck RP-18, Fas4),
empleando como agente cromogénico acido difenilbérico B-dietil amino éter
(NP) y polietilenglicol (PEG) (Wagner, 1994), este proceso permitid reunir
aquellas fracciones que presentaron similitud cromatografica, resultando un

total de 6 grupos (Tabla 7).
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Tabla 7. Fraccionamiento primario del extracto acuoso de Ch. tepejilote.

ELUYENTE | % FRACCIONES PESO | RENDIMIENTO
(mg) (7o)

- ELUIDAS | REUNIDAS -
1-5 3.96 0.477
100 1-10 6-8 1817 |  19.62
| MeOH 9-10° 195.5 21.12
EtOH 100 | 11-19 11-12 29 .41 3.17

13-14 3538 | 382

B 15-19°2 337 | 036 |

®presencia de glucoflavonoides

Los compuestos detectados en las fracciones primarias del extracto acuoso
estan en proceso de purificacion para posteriormente realizar la caracterizacion

quimica de los mismos.

.6. Caracterizacion quimica de los compuestos activos.

La identificacion quimica del compuesto aislado de las fracciones secundarias
F8-E y F8-F se realizé mediante el analisis de los espectros de infrarrojo (IR),
masas (EM) y resonancia magnética nuclear proténica (RMN-H'). En el caso
de los compuestos presentes en la fraccion primaria F1 su identificacion se
realizdé mediante un analisis de cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas (CG-EM), IRy RMN-H'.



VL. RESULTADOS Y DISCUSION

I.1. Seleccion y colecta de la especie vegetal.

Este proceso se baso en la revision de la literatura etnomédica y etnobotanica
que existe sobre la medicina tradicional mexicana; asi como, en la revision de
la informacién descrita en los ejemplares depositados en los Herbarios: IZTA
de la Facultad de Estudios Superiores lIztacala y MEXU del Instituto de

Biologia, ambas de la UNAM.

El criterio etnomédico que se tomé en cuenta en la seleccion de esta especie
fue el uso que se le da en la medicina tradicional de nuestro pais. La planta es
empleada en los Estados de Veracruz y Puebla para tratar tos, tos seca,
pulmonia. Al mismo tiempo, se realizdé la revision bibliografica sobre los
estudios quimicos y biolégicos, encontrandose que a la fecha no existe
antecedente previo de tipo quimico sobre esta especie. Respecto a los estudios
bioldgicos, recientemente se reporté que el extracto hexanico de la especie
presenté actividad antimicobacteriana (Jiménez et al, 2002). Tomando en
cuenta estos antecedentes se decidié realizar la investigacion quimica y
antimicobacteriana a partir de una nueva colecta con la finalidad de aislar los

principios responsables de la actividad antimicobacteriana.



I.2. Operaciones preliminares.

Una vez colectadas las hojas de Ch. tepejilote, se llevo a cabo el proceso de
limpieza, para eliminar tierra, basura y malezas; posteriormente el material se
secO a temperatura ambiente y a la sombra, este proceso se realizo con el
objetivo de inactivar los sistemas enzimaticos y evitar la alteracion del
contenido metabdlico. Posteriormente, se procedio a moler el material vegetal
para reducir el tamafo de muestra y de esta forma aumentar el area de
contacto del disolvente con el material y poder realizar un proceso de

extraccion mas eficiente.

VI.3. Preparacion de los extractos.

Los extractos hexanico y metanodlico se prepararon via maceracion con el
respectivo disolvente. Del extracto hexanico se obtuvieron 10.44 g,
obteniéndose un rendimiento de 2.34% y del extracto metandlico se obtuvo
38.12 g, con un rendimiento de 13.57%. De manera adicional se prepard el
extracto acuoso, via proceso de digestion obteniéndose 34.86 g con un
rendimiento de 17.43%. Cabe mencionar que los rendimientos se expresan con

relacion al peso del material vegetal seco y molido.
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|.4. Actividad antimicobacteriana de los extractos hexanico y metandélico

El micrométodo colorimétrico de alamar azul es muy empleado para determinar
viabilidad celular de microorganismos como bacterias gram negativas y
levaduras (Yajko et al., 1995). Sin embargo, no es muy utilizado para la
evaluacion de productos naturales. Cabe senalar que a la fecha existe
solamente un trabajo que emplea este ensayo bioldgico para la evaluacion de
productos naturales (Pietro et al., 2001); dentro de los modelos bioldgicos
mayormente utilizados . para evaluar la actividad antimicobacteriana de
extractos y compuestos de origen natural se emplea el método
radiorespirométrico (Cantrell et al, 1996; 1998; 1999a y 1999b) y métodos
menos utilizados son el método de proporciones (Van Puyvelde et al., 1994) y

el método de agar en plato (Lall y Meyer, 1999).

El método radiorespirométrico es costoso por el uso de sustancias radiactivas,
requiere de mayor tiempo para la obtencién de resultados pero con la ventaja
que es muy confiable, reproducible y muy empleado (Cantrell ef al., 1996;
1999a y 199b; Collins y Franzblau, 1997; Franzblau et al.,, 1998; Inderlied,

1994).

El micrométodo colorimétrico de alamar azul presenta ventajas importantes
respecto al radiorespirométrico, ya que es un ensayo sencillo, rapido,
reproducible y de bajo costo y nos permite determinar la susceptibilidad de
diferentes cepas de micobacterias frente a sustancias de origen natural y

sintético; dentro de los trabajos descritos en la literatura empleando este
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ensayo para explorar la actividad de extractos de plantas podemos citar el
realizado por Pietro et al., 2000., donde se describe la evaluacion
antimicobacteriana de Physalis angulata que fue evaluado en un rango de
concentracion de 4000 a 625 ug/mL para el extracto y de 2500 a 4 ug/mL para
las fracciones, empleando como organismos de prueba M. tuberculosis H37Rv,
M. avium, M. intracellulare, M. malmoense y M. kansasii. Los resultados de la
evaluacion del extracto hidroalcoholico de las partes aéreas de P. angulata
indicaron que inhibe el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a una
concentracion de 500 pug/mL y la fraccion A1-2912 del extracto cloroférmico de

la misma planta result6 activo a 32 ug/mL contra las mismas micobacterias y de

625 ng/mL contra M. avium.

Tomando en cuenta que en la literatura se describen algunos métodos para
determinar la actividad antimicobacteriana de extractos de plantas y que en un
estudio previo (Jiménez et al., 2002). se reporté que el extracto hexanico de
Ch. tepejilote inhibe el crecimiento de M. tuberculosis donde emplearon el
micrométodo colorimétrico de alamar azul. En el presente trabajo se decidio
utilizar tanto el micrométodo colorimétrico de alamar azul y el
radiorespirométrico para evaluar los extractos hexanico, metandlico y acuoso

de las hojas de Ch. tepejilote de una nueva colecta.

Por el micrométodo colorimétrico del alamar azul, los extractos se evaluaron a
tres diferentes concentraciones (200, 100 y 50 pg/mL) y por el meétodo

radiorespirométrico los extractos fueron evaluados a cinco concentraciones
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diferentes (400, 200, 100, 50, 25 ug/mL), en cada caso los ensayos se

realizaron por triplicado.

En primer término se describiran los resultados obtenidos por el micrométodo
colorimétrico de alamar azul (Tabla 8). El extracto hexanico inhibid el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a la concentracion de 200 ug/mL,
mientras que el extracto metandlico y acuoso no presentaron actividad a esta
misma concentracion. Los resultados obtenidos de esta nueva colecta
concuerdan con los previamente reportados para la especie vegetal (Jiménez
et al., 2002), en donde se encontré que Unicamente el extracto hexanico mostro
actividad antimicobacteriana.

Tabla 8. Resultados de la evaluacion antimicobacteriana de los extractos de

Ch. tepejilote contra M. tuberculosis H37Rv y M. avium por el
micrométodo colorimétrico de alamar azul.

Extracto M. tuberculosis H37Rv M. avium (ug/mL)

(ng/mL) o
Hexanico 200 >200
Metanaolico >200 >200
Acuoso >200 >200
Rifampicina* 0.125 .

*Control positivo.

Es importante mencionar, que en este estudio, el extracto hexanico presento
actividad a 200 pg/mL, lo que nos indica que este ensayo bioloégico nos permite
realizar evaluaciones en rangos de concentracion mas bajos que los reportados

para P. angulata (Pietro et al., 2000), donde evaluaron el extracto en un rango
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de 4000 a 62.5 ug/mL, indicandose que el extracto fue activo a 500 ng/mL por

el micrométodo colorimétrico de alamar azul; sin embargo, en este estudio se

pudo detectar actividad biolégica a menor concentracion.

El micrométodo colorimétrico de alamar azul es un modelo biologico y poco
utilizado para evaluar extractos por lo que se decidi6 emplear el método
radiorespirométrico automatizado Bactec TB-460 con la finalidad de corroborar
la actividad antimicobacteriana encontrado en los extractos. Este ultimo
bioensayo, ademas de proporcionar resultados mas exactos, es un modelo
ampliamente utilizado para evaluar la actividad de los extractos y compuestos
de origen natural (Cantrell et al, 1996, 1998, 1999a, 1999b; Collins y

Franzblau, 1997; Franzblau et al., 1998).

En el presente trabajo se realizd la evaluacion antimicobacteriana de los
extractos hexanico, metandlico y acuoso y como control positivo rifampicina
(0.125 pg/mL). Como primer paso, se preparo el “cultivo semilla” de M.
tuberculosis, los valores de Gl de este cultivo se muestra en la Grafica 1. Es
muy importante recordar, que este ensayo consiste en medir diariamente el Gl
de las micobacterias, cuyos datos fueron registrados después de un periodo de
incubacion de tres dias y hasta que el control y el control de disolvente (DMSO)
alcanzé un Gl de 999. tres extractos. Es importante sefalar que el crecimiento
de la micobacteria no se ve afectada por la presencia del DMSO (vehiculo) y
que el crecimiento maximo (con un Gl de 999) se alcanza al séptimo dia del
ensayo. Una vez obtenido el “cultivo semilla” se procedid a realizar la

evaluacion de los tres extractos.
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Las lecturas de Gl obtenidas de la evaluaciéon de los extractos (hexanico y
metanodlico) se muestran en la Tabla 9 y en la Grafica 2 y 3. Como se puede

observar en la grafica 2, el extracto hexanico inhibe el crecimiento de la
micobacteria y el extracto metanolico afecta este crecimiento pero en menor

grado (Grafica 3) respecto al control.
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Grafica 1. Curva de crecimiento de M. tuberculosis H37Ruv.

Tabla 9. Resultados de la evaluacion de los extractos de Ch. tepejilote contra
M. tuberculosis H37Rv por el método radiorespirométrico.

indice de crecimiento

Dias Ext. Hexanico Control | Ext. metanolico | Ext. acuoso
(ng/mL) DMSO (ng/mL) (ng/mL)

25 [ 50 [ 100 | 200 [ 400 100 | 200 100 |

3 [135 | 94 | 59 | 60 | 91 | 336 | 217 185 326
4 [ 159 [ 120 | 72 | 87 | 156 | 530 | 315 | 280 511

5 [ 240 | 186 | 103 | 136 | 226 | 674 | 413 | 377 | 679 |

6 | 313 263 | 139 | 183 | 325 | 754 | 479 | 454 775 |

7 | 414 | 348 | 229 | 284 | 493 | 981 | 565 | 600 999 !
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El porcentaje de inhibicion de los extractos sobre M. tuberculosis se calcularon
mediante la formula previamente descrita en la metodologia. Los resultados
indicaron que el extracto hexanico a las concentraciones de 25 ug/mL inhibe un
67.5y a 100 ng/mL presenté un 80.24% de inhibicion. Mientras que el extracto
metandlico a la concentracion de 100 y 200 pg/mL mostré un 35.48% y un
38.82% de inhibicion con respecto al control de DMSO (Grafica 4, 5 y Tabla
10). Los resultados obtenidos por este método, indicaron que el extracto
hexanico al ser evaluado a las concentraciones de 25 a 100 ug/mL presenta un
incremento en el porcentaje de inhibicion dependiente de la concentracion,
pero al evaluarlo a las concentraciones mayores de 200 y 400 ug/mL se
observa un efecto independiente de la concentracion; pbr ultimo los resultados
encontrados al evaluar el extracto acuoso se observo que este no afecta el

crecimiento de la micobacteria (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentajes de inhibicion de los extractos de Ch. tepejilote sobre el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv.

Ext. Hexanico Ext. metandlico | Ext. acuoso
(ng/mL) (ng/mL) ~ (ug/mL)
25 50 100 | 200 | 400 100 200 100
% de 67.5 | 79.5 |80.24|78.47 |66.78| 38.85 | 43.79 0
inhibicion -

La comparacion del efecto del extracto hexanico respecto al mostrado por el
extracto metandlico, indica que el extracto de menor polaridad presenta mayor
porcentaje de inhibicidn sobre el crecimiento de la micobacteria, lo que hace

pensar que la actividad se debe principalmente a la presencia de compuestos
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poco polares. Esta misma actividad se observo al evaluar los extractos por el

micrométodo colorimétrico de alamar azul.
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Grafica 4. Porcentaje de inhibicion del ext. hexanico de Ch.
tepejilote sobre el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv
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La evaluacion de los extractos por ambos métodos indicaron que el extracto
hexanico fue el mas activo; sin embargo, la actividad del extracto metandlico no
fue detectada por el micrométodo colorimétrico de alamar azul, pero por el
método radiorespirométrico se observd un porcentaje de inhibicion
considerable. Por lo que se confirma que el método radiorespiromeétrico es mas
sensible para detectar la actividad antimicobacteriana de extractos o

compuestos de origen natural.

Es importante mencionar que por el método radiorespirométrico se ha
reportado que numerosos extractos que inhiben completamente el crecimiento
de las micobacterias a 100 ug/mL; entre las especies que podemos mencionar
estan los extractos metandlicos de Borrichia frutescens, Chrysoma
pauciflosculosa, Erigeron philadelphicus, Inula helenium, Magnolia grandiflora,
M. acuminata, Azorella madreporica, Solidago petiolaris, S. arguta, y Melia

volkensii, las cuales mostraron un 99% de inhibicion.

Tomando en cuenta que el extracto hexanico fue el que presentdé mayor
porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv por
ambos métodos se decidié evaluar el efecto de este extracto sobre cuatro
cepas mono-resistentes de M. tuberculosis H37Rv (H, R, S, y E) a tres
diferentes concentraciones (50, 100 y 200 pg/mL) por el micrométodo

colorimétrico de alamar azul.

Los resultados indicaron que este extracto inhibe Unicamente el crecimiento de

M. tuberculosis resistente a isoniazida y de M. tuberculosis resistente a



rifampicina a la concentracion de 100 y 200 ug/mL, respectivamente (Tabla 11).
Cabe destacar que en la literatura revisada, no existe trabajo alguno referente a
la evaluacion de efecto de los extractos de plantas sobre cepas mono-
resistentes de M. tuberculosis y este trabajo puede considerarse como el
primero que describe la actividad antimicobacteriana sobre cepas

monoresistentes de la especie Ch. tepejilote.

Tabla 11. Resultados de la evaluacién antimicobacteriana del extracto
hexanico sobre cuatro cepas monoresistentes de M. tuberculosis por
el micrométodo colorimétrico.

Extracto ‘M. tuberculosis H37Rv (ng/mL)

H a R b E c S d
Hexanico 100 200 >200  >200
Metanélico >200 >200 >200 >200
Acuoso ND ND ND ND

*M. tuberculosis resistente a isoniazida, "M. tuberculosis resistente a rifampicina
‘M. tuberculosis resistente a etambutol, °M. tuberculosis resistente a
estreptomicina



l.5. Fraccionamiento quimico biodirigido del extracto activo.5

Una vez obtenidos los resultados de la evaluacion biolégica por el micrométodo
colorimétrico de alamar azul y radiorespirométrico de los extractos, se procedio
a realizar el fraccionamiento del extracto mas activo (hexanico). Este proceso
se llevo a cabo usando cromatografia en columna de fase normal empleando
silica gel como fase estacionaria y como fase movil se utilizaron diferentes
sistemas de elucion con grado creciente de polaridad (Tabla 4, metodologia).
Este fraccionamiento permiti6 obtener 10 grupos de fracciones primarias, los
cuales fueron reunidos de acuerdo a su perfil cromatografico observado en ccf,
utilizando como agente revelador H,SO, al 10%. Cada grupo de fraccion
primaria (F1-F10) fue sometido a evaluacion biolégica empleando los mismos
ensayos utilizados en la evaluacion de los extractos. Para el caso del ensayo
por el micrométodo colorimétrico de alamar azul, las fracciones fueron
evaluadas a tres concentraciones (50, 100 y 200 pg/mL) y por el método
radiorespiromeétrico las fracciones fueron evaluadas unicamente a 100 pg/mL y
en ambos casos se utilizé como microorganismo de prueba M. tuberculosis
H37Rv.

Al evaluar las fracciones por el micrométodo colorimétrico de alamar azul, los
resultados indicaron que la actividad biologica se concentraba en la fraccion F8

(Tabla 12), resultando activa a 200 pug/mL.
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Tabla 12. Resultados de la actividad antimicobacteriana de las fracciones
primarias por el micrométodo colorimétrico de alamar azul de Ch.
tepegjilote.

FRACCION M. tuberculosis
PRIMARIA ~ H37Rv (ug/mL)

F 1 >200
F2 >200
F3 >200
F4 >200
F5 >200
F6 >200
F7 >200
F8 200
F9 >200
F 10 >200
Rifampicina* 0125

*control, positivo

Al realizar la evaluacion antimicobacteriana de estas fracciones por el método
radiorespiromeétrico se encontrd6 que la fraccion F1 y la F8 inhiben el
crecimiento de la micobacteria. Las lecturas del indice de crecimiento obtenidos
al evaluar estas fracciones primarias a 100 ug/mL se muestra en la Tabla 13 y
Grafica 6, donde se observa que la fraccion F1 y F8 afectan el crecimiento de

la micobacteria, siendo la mas activa la F8.

Tabla 13. Resultados del indice de crecimiento de las fracciones
primarias por el método radiorespirométrico.

indice de crecimiento
(Gl)
Dias Control F1 E3 F5 F7 F8
DMSO

345 | 138 | 367 | 258 | 258 | 163
411 | 148 | 443 | 334 | 334 | 105
573 | 195 | 571 | 609 | 609 | 74
909 | 271 | 862 | 914 | 914 | 65
999 | 290 | 999 | 999 | 999 | 50
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Al calcular el porcentaje de inhibicion respecto al control de DMSO se observo
que la fraccion F1 a 100 ug/mL inhibe en un 65.04% el crecimiento de la
micobacteria y la fraccién F8 inhibe un 98.92% (Tabla 14 y Grafica 7). El resto
de las fracciones no afectaron el crecimiento de las micobacterias, ya que en

todos los casos se presento el 100% de crecimiento (0% de inhibicion).

Tabla 14. Porcentajes de inhibicion de las fracciones primarias sobre el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv.

Fi F3 F5 F7 . F8
100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL
de inhibicion  65.04%  0.00% 0.00% 0.0% 98.92%
Ym0 ' \\ﬁ

| Sonee \ . OF1

2 Earielgfaial - OF3
" o _ GOF8
s | ] mF8B
HE B == . OF8E
2 - ' | NRif

N

100
concentracion yg/mL

Grafica 7. Porcentaje de Inhibicién de las fracciones de Ch.
tepejilote sobre el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv.
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Cabe mencionar que las fracciones primarias F2, F4, F6, F9 y F10 no fueron
evaluadas por el método radiorespirométrico, ya que estas fracciones
resultaron inactivas a la maxima concentraciéon evaluada (200 ug/mL) por el
micrométodo colorimétrico de alamar azul por falta de muestra y por que al
realizar ccf de tipo comparativa se detectd la presencia de B-sitosterol en el

compuesto mayoritario en las fracciones primarias F3, F4 y F5.

de los compuestos presentes en las

1.6. Aislamiento y caracterizacion
racciones activas.

La evaluacién de las fracciones primarias indicaron que dos de ellas (F1 y F8)
inhibian el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv. En primer término, la fraccion
primaria F1 fue sometida a un analisis de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-EM). El analisis del cromatograma obtenido
(Figura 4) nos muestra que la fraccion esta constituida por tres compuestos,
con tiempo de retencion (TR) de 19.73, 20.64 y 28.63 minutos, siendo el dltimo
el compuesto mayoritario. El espectro de masa para el compuesto mayoritario
nos muestra un peso molecular de 410 que corresponde a un triterpeno con
féormula molecular de CjoHsp, €l cual fue caracterizado quimicamente como
escualeno y esta presente en un 80% en la fraccion. Los otros dos compuestos
son derivados del mismo y fueron caracterizados como farnesol con peso
molecular de 222 y el éster metilico del acido hexadecanoico cuyo peso

molecular es de 272.



“n
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La identificacion quimica del compuesto mayoritario se realizé por analisis del
EM (Espectro 1) y de RMN-H' (Espectro 2) y por comparacion de estos datos
con los descritos en la literatura. Cabe mencionar que este compuesto al igual

que el farnesol son intermediarios en la biosintesis de triterpenos.

Pico TR (min) 9,
1 1973 58
2 20.64 6.2

3 28.63 80.0

{ r.l et -.-,..,.‘,....L.,._J.r i ‘}llJ'.,J,‘.,.l\..‘-__.J.’“Jf.l,_!\« L"'!i:‘l:! e e T

Y S i i
3 il " [k L] " (L] el 22 2 26 el 1m» 32 34 L3

Figura 4. Cromatograma de la fraccion primaria F1 de Ch. lepejilote
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Por otro lado, dada la actividad observada en la fraccion F8, se procedié a
separar los compuestos presentes en la misma via cromatografia en columna.
Se tomaron 523 mg de la fraccion F8 y fueron sembrados en una columna
empacada con gel de silice, el proceso de elucion se describié en la Tabla 5
(ver metodologia). En las fracciones secundarias (F8A) eluidas con Hex:AcOEt
(90:10) se detectd la presencia de un compuesto mayoritario y en las
fracciones (FBE y F8F) eluidas con Hex:AcOEt (90:10 y 80:20)
respectivamente, se obtuvieron 1.9 y 19.9 mg de un polvo color crema con un

punto de fusién de 280°-284°.

Cabe mencionar, que el compuesto presente en la fraccion F8A correspondio al
[3-sitosterol, detectado también como compuesto mayoritario en las fracciones

primarias F3, F4 y F5, este compuesto se identificd por comparacion del Rf en
ccf con una muestra auténtica empleando como sistema de elucion Hex:CHCl;

(70:30) o Hex:AcOEt (80:20) y como agente cromogénico el H,SO4 al 10%.

La identificacion del compuesto presente en las fracciones secundarias F8E y
F8F se realizd mediante el anélisié de los datos de sus espectros de IR
(Espectro 3), EM (Espectro 4) y RMN-H' (Espectro 5) que al ser comparados
con los descritos en la literatura se observé que el compuesto correspondia al

acido ursalico.

Los dos compuestos ([B-sitosterol y acido ursélico) obtenidos de la F8 fueron

sometidos a evaluacidon antimicobacteriana empleando el metodo

radiorespirométrico a 100 pg/mL y M. tuberculosis H37Rv como
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microorganismo de prueba. Los resultados obtenidos al registrar los indices de

crecimiento se muestran en la Tabla 15 y Grafica 8.

Tabla 15. Resultados del indice de crecimiento de los compuestos puros de Ch.
tepejilote sobre el crecimiento de M. tuberculosis .

1000

800

600

400

INDICE DE CRECIMIENTO

200

indice de crecimiento

_ (GI) .
Dias Acido B_Sitoster0| Control de
Ursélico 100 pg/mL Rifampicina
100 pg/mL 0.125 pg/mL
0 = ” =
1 - i, .
2 = s "
3 11 367 12
4 4 443 4
5 1 571 3
6 0 862 1
——DMSO
—&— Ac. Urs (100 ug/mL)
—8— Sit (100 yg/mL)
A- & A A
3 4 5 6

DIAS

Grafica 8. Efecto de los compuestos puros de Ch.
tepejilote sobre el crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv
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Al calcular el porcentaje de inhibicion se encontré que él B-sitosterol no afecta

el crecimiento de la micobacteria, ya que presentd un 4.92% de inhibicién; por
el contrario el compuesto aislado de las fracciones secundarias F8E y F8F
caracterizado como acido ursélico demostré una inhibicion del 99.6% a 100
ug/mL (Tabla 16). El porcentaje de inhibicion que presentd este compuesto, es

similar al observado para el control positivo (rifampicina).

Tabla 16. Resultados de los porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento de
M. tuberculosis H37Rv de los compuestos aislados de la F8.

Escualeno B sitosterol Acido
Ursadlico

100 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL

% de
inhibicion  65.04% 4.92% 99.6%

Cabe mencionar que el acido ursélico al igual que una serie de triterpenos,
fueron evaluados en una investigacion anterior por el método
radiorespirométrico contra M. tuberculosis H37Rv donde se reporta que el
compuesto obtenido de la especie A. quebracho-blanco fue activo a la
concentracion de 32 uM (14.6 pug/mL), el resto de triterpenos evaluados como:
zeorina, lupeol, acido oleandlico, acido betulinico entre otros, resultaron activos
en un rango de concentracion de 32 a 64 uM. La conclusiéon obtenida de la
evaluacion de estos triterpenos es que la actividad antimicobacteriana se debe
basicamente a la estructura quimica que presentan estos compuestos y al tipo
de sustituyentes presentes en la molécula, asi por ejemplo un grupo hidroxilo
en el anillo A o B junto con la presencia de un grupo &cido, al igual que la

presencia de grupos hidroximetil, propenil o 2-hidroxipropil en el anillo E del



635

triterpeno son determinantes para obtener un efecto antimicobacteriano
(Wachter et al.,, 1999). Otra conclusion importante de estos autores es que la
actividad antimicobacteriana de algunas especies vegetales se debe a la
presencia de este tipo de compuestos (triterpenos) como lupeol, acido

oleandico, acido ursolico, acido betulinico, entre otros triterpenos.

Por otra parte, en la literatura se reportd que el acido ursélico aislado de la
especie Salvia officinalis, es el responsable de la actividad antiinflamatoria (IDsg
=0.14 pM/cm?) al ser evaluado en el modelo de inducciéon del edema con
aceite de Croton en la oreja del raton. El efecto observado fue dos veces mas
potente que la indometacina (IDsy =0.26 pM/cm?), usado como farmaco no
esteroidal (comercial) de referencia; en este trabajo, los autores sefalan que el
contenido de acido ursélico puede emplearse como un control cualitativo en las
preparaciones utiles en el tratamiento tdépico de enfermedades inflamatorias
(Baricevic et al., 2001).

Otros autores reportan efecto antiinflamatoria de este compuesto aislado de
Pyrola rotundifolia, al ser evaluado en el modelo del edema plantar en rata
inducido con carragenina (Liu, 1995), incluso ya se ha descrito el mecanismo
de accion de este compuesto como agente antiinflamatoria. El acido ursolico,
es un triterpeno ampliamente distribuido en el reino vegetal; al cual se le
atribuyen otras actividades biologicas entre las que podemos citar: actividad
hepatoprotectora, actividad antitumoral, actividad antimicrobiana y actividad

citotoxica (Liu, 1995).
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Es muy importante sefalar que es la primera vez que se reporta la presencia
de acido ursdlico en la especie Ch. tepejilote. Ademas este trabajo, es el
primero que describe la composicién quimica y el potencial biolégico

especificamente antimicobacteriano de la especie Ch. tepejilote.



VL.7. ESPECTROS
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VIL. CONCLUS]ONES

1- Los extractos hexanico y metandlico de las hojas de Chamaedora tepejilote
(Palmae) inhiben el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en 80.24 y 38.85%
respectivamente, a una concentracion de 100 ug/mL, al ser evaluados por el
meétodo radiorespirométrico. Por el micrométodo colorimétrico de alamar azul

mostro que unicamente el extracto hexanico resulté activo a 200 pg/mL.

2- EL método radiorespirométrico en comparacion con el micrométodo
colorimétrico de alamar azul es mas recomendado para evaluar la actividad
antimicobacteriana de los extractos y compuestos de origen natural; sin
embargo, el segundo se recomienda para realizar una busqueda preeliminar de
aquellos extractos con posible actividad antimicobacteriana por su costo y

rapidez entre otras ventajas.

3- El fraccionamiento quimico biodirigido del extracto hexanico via
cromatografia en columna permitié detectar que la actividad se presentaba en
las fracciones primarias F1 y F8, las cuales presentaron un 65.04% y 98.92%
de inhibicién sobre el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a 100 ug/mL. Cabe
mencionar que por el micrométodo colorimétrico de alamar azul unicamente la

fraccidon F8 resulto activa (CMI = 200 ug/mL).
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4- Debido a la actividad biologica observada en las fracciones (F1 y F8), se
procedio a separar los compuestos presentes en cada una de ellas. De la F8
se aislo el acido ursolico, el cual inhibe el crecimiento de M. fuberculosis H37Rv
en un 99.6% a 100 ug/mL. La fraccién F1 al someterla a un analisis de CG-
EMIE se observo la presencia de tres compuestos en diferentes porcentajes,
siendo el escualeno el compuesto mayoritario de la fraccion, por lo que este
compuesto es el responsables de inhibir el crecimiento de la micobacteria en
un 65.04%. Cabe mencionar que de las fracciones primarias F3-5 se detecto la

presencia del pB-sitosterol, el cual presentdé una inhibicién del 4.92% sobre el

crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a la concentracion de 100 pg/mL.

5- Los resultados obtenidos del presente trabajo permitieron determinar que la
especie medicinal Ch. tepejilote constituye una fuente potencial de compuestos
activos contra M. tuberculosis H37Rv y con este trabajo se valida en parte el

uso de esta especie en la medicina tradicional de nuestro pais.

6- El presente trabajo es el primero que describe la investigacion quimica y
biolégica de esta especie que es utilizada para el tratamiento de tos, tos seca y

pulmonia en la medicina tradicional de los estados de Oaxaca y Veracruz.
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