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%SUMEN

La especie Juniperus communis L. (Cupressaceae) es conocida popularmente
como enebro o sabino, y en México es utilizada para tratar problemas de vias
respiratorias, tos y pulmonia. Sin embargo, no existen estudios farmacologicos o
quimicos que apoyen las propiedades atribuidas a esta especie, por lo que el
objetivo del presente trabajo fue obtener los compuestos responsables de inhibir el
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, presentes en el extracto
metanolico de J. communis. El extracto se obtuvo via maceracion con metanol y
adicionalmente con hexano. Posteriormente, los extractos fueron objeto de
evaluacion biologica por el micromeétodo colorimétrico de alamar azul (MABA) y
por el método radiorespiromeétrico Bactec, empleando como microorganismos de
prueba Mycobacterium tuberculosis H37Rv y M. avium. El extracto metanalico fue
objeto de un fraccionamiento quimico-biodirigido empleando cromatografia en
columna abierta y como sistemas de elucion mezclas de solventes con grado
creciente de polaridad: mientras que el extracto hexanico es objeto de otra
iInvestigacion. Las muestras problemas fueron solubilizadas en DMSO y evaluadas
a 100 pg/mL. Los resultados obtenidos indicaron que la evaluacion del extracto
metandlico de J. communis a 100 pg/mL inhibe en un 60% el crecimiento de M.

tuberculosis por el metodo radiorespirométrico Bactec, y por el método



colorimétrico de alamar azul a 50 upg/mL. El fraccionamiento del extracto
metandlico permitié la obtenciéon de 18 grupos de fracciones primarias, mismas
que al ser evaluadas por el método radiorespirométrico, empleando M.
tuberculosis H37Rv, indicaron que las fracciones de polaridad intermedia (F 3-5, F
6-7 y F 8) inhibieron el crecimiento de la micobacteria en un 90-99% a 100 pg/mL.
Las fracciones polares (F-10, F-13, F-15 y F-17) presentan porcentajes de
inhibicién menores al 30% a la misma concentracion. De las fracciones activas se
aislaron dos compuestos mayoritarios que fueron caracterizados quimicamente
como diterpenos. La actividad antimicobacteriana demostrada en el presente
estudio quimico-biodirigido de J. communis permite considerar a esta especie

como posible fuente potencial de compuestos activos contra M. tuberculosis
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1.1) IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS MEDICINALES EN MEXICO

En la actualidad en México, la medicina tradicional popular es utilizada por al
menos dos terceras partes de la poblacion para tratar y curar diversas
enfermedades. Cabe mencionar, que aproximadamente 109 plantas medicinales
de las 140 mas utilizadas por la poblacién son empleadas para curar problemas

gastrointestinales, de la piel y respiratorias (Rojas et al., 2001)

El uso de las plantas medicinales como un recurso para el alivio de las
enfermedades, puede trazar una regresion de cientos o miles de anos. Los
documentos mas antiguos que contienen una buena parte de los conocimientos
sobre la medicina tradicional mexicana, que registran algunas de las plantas
utilizadas para tratar enfermedades y ademas anexa sus ilustraciones, podemos
mencionar a los codices de la Cruz-Badiano y el Codice Florentino (Gallardo,

1983).

Por otra parte, la medicina tradicional popular no comparte |los principios de la

medicina moderna. Sin embargo, se han evaluado algunas plantas medicinales



encontrandose que casi 85% de estos remedios vegetales contienen sustancias
quimicas responsables del efecto curativo para el cual se utilizan. Las plantas
contienen miles o millones de constituyentes, producto de su metabolismo primario

y secundario (Farnsworth et al., 1989; Testa et al., 1993).

El proceso que se lleva acabo para el aislamiento de los principios activos y la
evaluacion de la actividad farmacolégica, es por lo tanto, factible y requiere de una
colaboracién multidisciplinaria entre botanicos, quimicos, farmacologos,

toxicélogos y otros (Testa et al., 1993).

Después de siglos del uso empirico de las preparaciones herbolarias, el primer
aislamiento de los principios activos fueron los alcaloides como la morfina aislada
del fruto de la amapola (Papaver somniferum) con propiedades narcoticas, la
estricnina extraida de las semillas de la nuez vomica (Strychnos nux-vomica) son
utilizadas para problemas visuales y auditivos; la quinina aislada de la corteza del
arbol de la quina (Cinchona), fue por mas de tres siglos la unica sustancia
disponible para tratar la malaria (Farnsworth et al., 1989; Testa et al., 1993,

Balandrin et al.. 1993: Newman et al., 2000).

A principios del siglo XIX, se inicio una nueva era en la investigacion de las plantas
medicinales, como fuente potencial de compuestos biologicamente activos, ya que
se prepararon los primeros derivados. Por ejemplo la heroina se preparo a partir

de la morfina, y algunos productos naturales constituyeron materia prima para



encontrar nuevos farmacos, asi como la cocaina que se extrae del arbusto
Erythroxylum coca utilizado como anestésico local o como estimulante del Sistema
Nervioso Central y el dicumarol es utilizado como anticoagulante y proviene del
coumarina, producto natural presente en una gran cantidad de plantas (Farnsworth

et al., 1989:; Testa et al., 1993; Balandrin et al., 1993; Newman et al., 2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefala que cerca del 80% de los
habitantes a nivel mundial hacen uso de la medicina tradicional y que al menos el
25% de los farmacos administrados en los Estados Unidos y Canada, se
elaboraban a partir de productos naturales o su principio activo provienen de

plantas superiores (Farnsworth et al., 1989; Balandrin et al., 1993. Eloff, 1998)

Al presentarse un resurgimiento de enfermedades que se creian erradicadas como
la malaria, parasitosis diversas, la tuberculosis, la lepra. el sarampion, asi como la
creciente incidencia del cancer y el VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana),
entre otras enfermedades que comprometen el sistema inmunologico:. se ha
intensificado la busqueda de nuevos compuestos Uutiles en la terapéutica,
enfocandose principalmente en las plantas que tienen uso importante en la

medicina tradicional popular (Rojas et al.. 2001).



1.2) PLANTAS MEDICINALES COMO FUENTE POTENCIAL DE
COMPUESTOS ANTITUBERCULOSOS

La tuberculosis (Tb) es un serio problema de salud, ya que es una enfermedad
contagiosa y epidémica en algunas regiones del mundo (Lall y Meyer, 1999). Dada
la problematica que representa y la aparicion de cepas multidrogoresistentes de
Mycobacterium tuberculosis (MDRTD), es urgente la necesidad de contribuir a la
busqueda de compuestos activos y estructuras quimicas novedosas para el
desarrollo de nuevas drogas utiles en el tratamiento de esta enfermedad. La
busqueda de compuestos activos contra la Tb se realiza en fuentes de origen
natural (Puyvelde et al., 1994; Cantrell ef al,, 1996; 1998a; 1999a; 1999b; Ulubelen
et al.,, 1997; Lall y Meyer, 1999) y sintéticos (Tomioka et al., 1999. Orme et al.,
2001). Las principales fuentes de origen natural, lo constituyen las plantas
medicinales, las cuales han sido sometidas a evaluaciones antimicobacterianas in
vitro, utilizando como microorganismos de prueba M. tuberculosis, M. avium y en

algunas ocasiones se han utilizado cepas resistentes.

Estos estudios han permitido demostrar que numerosos extractos integros inhiben
el crecimiento de los microorganismos de prueba (Cantrell et al, 1998a; 1999b;
2001). Los esquemas que siguen para realizar la busqueda de compuestos con
actividad antimicobacteriana y farmacologica en general se basan en seleccionar
la especie objeto de estudio, utilizando el criterio etnobotanico y realizar el estudio

fitoquimico biodirigido para aislar los compuestos responsables de la actividad



bioldgica y la caracterizacion quimica de estos compuestos se realiza mediante el
analisis de los espectros de RMN-H' (Resonancia Magnética Nuclear Protdnica),
RMN-C"™ (Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13) y EM (Espectro de

Masas) (Hostettman et al., 1997).

Investigaciones recientes con mira a explorar el potencial antimicobacteriano de
plantas medicinales han demostrado que varios tipos de metabolitos secundarios
presentan esta actividad. Entre los metabolitos secundarios podemos mencionar a
los sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y derivados del fitol, con importante
actividad antimicobacteriana (Cantrell, 2001). En primer lugar mencionaremos a
los sesquiterpenos como la costunolida extraida de la planta Saussurea lappa con
un CMI de 32 ug/mL (Fischer et al., 1998). De Ambrosia confertiflora se extrajeron
los sesquiterpenos reinosina, santamarina, deacetilconfertiflorina con un CMI de
64, 64, 128 ug/mL, respectivamente (Cantrell et al., 2001). La partenolida aislada
de Magnolia grandiflora con un CMI de 16 pug/mL y la aromaticina obtenida de
Helenium aromaticin con un CMI similar al anterior. Cabe hacer la aclaracion. que
en la literatura se citan numerosos sesquiterpenos aislados de diferentes especies

medicinales con importante actividad antimicobacteriana.

Otro grupo de metabolitos que han demostrado actividad antimicobacteriana lo
constituyen los diterpenos como el 12-demetiimulticaulina (CMI = 0.46 uag/mL),

multicaulina (CMI = 5.6 ug/mL), el 12-demetilmultiortoquinona (CMI = 1.2 ug/mL).



multiortoquinona (CMI = 2.0 pug/mL), 12-metil-5-dehidrohorminona (CMI = 1.2
pug/mL), el 12-metil-5-dehidroacetilhorminona (CMI = 089 ug/mL) y la
salvipimorona (CMI = 7.3 ug/mL), todos estos compuestos fueron aislados de
Salvia multicaulis (Cantrell, 2001) y los acidos juniperexcelsico y sandracopimarico
con un CMI de 144 y 15.0 ug/mL, respectivamente, aislados de las bayas de

Juniperus excelsa (Topcu et al., 1999).

Ademas, otros terpenoides con buena actividad antimicobacteriana son los
triterpenos como el ergosterol-5,8-endoperoxido extraido de Ajuga remota con un
CMI de 1 ug/mL (Cantrell et al, 1999a). El 12pB-hidroxikulactona, 6f3-
hidroxikulactona y el kulonato de Melia volkensii, presentan un CMI de 16, 4, 16
ug/mL, respectivamente (Cantrell et al., 1999b). De Borrichia frutescens se
extrajeron los triterpenos (24R)-24, 25-epoxicicloartan-3-ona, el (33.24R)-4,25-
epoxicicloartan-3-ol, el (33,24R)-24,25-epoxicicloartan-3-ol acetato y el (23R)-3-
oxolanosta-8,24-dien-23-ol, los cuales mostraron CMls de 8 8, 128 y 64 ug/mL,
respectivamente (Cantrell et al., 1996). De la planta Lucas volkensii se extrajo el
fitol con un CMI de 2 ug/mL y sus derivados sintéticos como fitol acetato, fitol metil
eter y fitol amina, presentaron CMls de 16, 16 y 32 ug/mL, respectivamente (Rajab
et al., 1998; Cantrell et al., 2001). Todos estos compuestos fueron evaluados por
el metodo radiorespirométrico Bactec y empleando M. tuberculosis H37Rv.

Es importante mencionar, que en la actualidad la evaluacion antimicobacteriana de

sustancias de origen natural y/o sintéticos se puede determinar mediante el



empleo de diversos ensayos, siendo los mas utilizados, el método
radiorespirométrico Bactec 460 (Lee y Heifets, 1987: Fischer, 1996; Cantrell et al.,
1998a; 1999a), el micrométodo colorimétrico de alamar azul (MABA) (Pietro et al.,
2000; Jiménez-Arellanes et al., 2002) y el método de proporciones en agar (Lall y

Meyer, 1999).

Por otra parte, con la finalidad de contribuir en la busqueda de compuestos de
origen vegetal con actividad antituberculosa, el presente trabajo propone realizar
la investigacion fitoquimica biodirigida del extracto metandlico de Juniperus
communis L. Este trabajo se llevo acabo tomando en cuenta un ensayo preliminar
realizado con los extractos metanolico y hexanico de las partes aéreas de J
communis. Los resultados indicaron que los extractos inhiben el crecimiento de M.
tuberculosis H37Rv a la concentracion de 50 y 200 ug/mL respectivamente, por el
meétodo MABA vy por el método BACTEC los extractos presentan un 66 % y 86 %

de inhibicion sobre el crecimiento de la misma bacteria a la concentracion de 100

ug/mL.

1.3 GENERALIDADES DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis (Tb) en el humano es producida principalmente por el patogeno
Intracelular Mycobacterium tuberculosis variedad hominis y en la actualidad es

también ocasionada por M. avium, M. fortuitum, M. intracellulare y M. bovis. La



incidencia de la Tb es debida a la inmunodepresion y de manera especial por la
presencia del SIDA en cuyos casos M. avium se ha convertido en paises como
Estados Unidos en un patogeno oportunista frecuente y de dificil tratamiento
variando exclusivamente con la capacidad infectiva de la persona enferma y de la

proximidad del contacto (Casal et al., 1999; Manual de Procedimientos, 1999).

M. tuberculosis es una bacteria estrictamente aerébica que vive mejor en medios
con tensiones fisiolégicas altas de O, y pH de 6.5 a 7, se multiplica lentamente,
cada 14 a 16 horas y no produce toxinas o substancias quimicas nocivas al

organismo (American Thoracic Society, 1983).

La tuberculosis es una enfermedad que ataca principalmente los pulmones,
conociéndose a esta como tuberculosis pulmonar (enfermedad mas comun), pero
se pueden presentar otros tipos como la extrapulmonar, la meningea. la renal, la
osea, la genitourinaria y la gastrointestinal (American Thoracic Society, 1983;

Ostrosky-Zeichner et al., 2000).

La enfermedad se trasmite por via aérea, donde el enfermo bacilifero contagia a la
persona sana al aspirar el bacilo, alojandose en el pulmon, dando lugar a un
proceso inflamatorio agudo que se traduce clinicamente como un cuadro gripal
que dura aproximadamente una semana. Este fendmeno tiene dos posibilidades:
la diseminacion precoz abortiva, que en el 99% de los casos la micobacteria entra

en circulacion venosa o linfatica, dejando una siembra de bacilos vivos virulentos

10



en casi todos los organos y puede sobrevivir hasta 50 anos, a esto se le conoce
como primoinfeccidn tuberculosa. La segunda, es la diseminacion precoz y
progresiva que evoluciona a enfermedad tuberculosa, siendo la meningitis
tuberculosa la forma mas grave y es la que causa la mayor mortalidad (Manual de

Procedimientos, 1999).

Reportes de la OMS, indican que la tuberculosis ocasiona de dos a tres millones
de muertes anuales en el mundo y se estima que una tercera parte de la poblacion
(2 billones de personas) han sido expuestas al bacilo de la Tb y esta en riesgo de
desarrollar la enfermedad (Raviglone et al., 1995; Dye et al., 1993. Orme et al.,
2001). Por otro lado, la presencia de cepas multidrogoresistentes va en aumento
(Taylor et al., 1999), lo que hace que la enfermedad sea cada vez mas dificil de
tratar. Asi por ejemplo, la resistencia a por lo menos una droga a aumentado en un
50 % en Dinamarca y Alemania desde 1996 y se ha duplicado en Nueva Zelanda.
En Estonia, el porcentaje de cepas multidrogoresistentes, es decir que no
responden al tratamiento convencional con farmacos de primera linea como
isoniazida y rifampicina, aumento del 135 % en 1997 a 181 % en 1999 Los
casos de Tb estan aumentando en China. India, Iran, Mozambique, Rusia, Israel.
Italia y México (Raviglone et al., 1995; Dye et al.. 1999: Taylor et al.. 1999, Granich

et al., 2000).

En México, la Tb pulmonar esta clasificada como la decimonovena causa de

mortalidad, con 3229 defunciones por ano, mostrando un incremento elevado en
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los ultimos cinco anos. Las entidades federativas con mayor incidencia son:
Coahuila, Guerrero, Jalisco, Chiapas, Durango, Veracruz, Tamaulipas, Tabasco,
Nayarit, Nuevo Leodn, Distrito Federal, Baja California, Sinaloa, Oaxaca y Puebla.
Cabe seralar, que en este ultimo estado, el municipio de Huauchinango, un
laboratorio piloto registro 250 casos por cada 10 000 habitantes (Granich et al.,
2000; Direccién General de Estadistica e Informatica de la Secretaria de Salud,
2001). Reportes del 2002 del Boletin Semanal de Vigilancia Epidemiolégica del
IMSS (semana 51) registran 4 311 casos de Tb pulmonar y 979 casos de otro tipo.
Por otro lado la DGE, para el 2001 reporto 12 573 casos de Tb y para la semana
39 del 2002 se tenian 11 467 casos siendo los estados de Veracruz. Nuevo Ledn,
Guerrero, Baja California Norte, Chiapas y Tamaulipas con mayor indice (Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2002; Boletin Semanal de Vigilancia

Epidemioldgica, 2002).

El incremento de los casos se debe a diversos factores entre los que se pueden
citar: a) fracaso de los tratamientos no supervisados que conlleva al abandono del
mismo, b) migracion de personas infectadas, c) problemas socioeconomicos, d)
aparicion de cepas multidrogoresistentes y e) la presencia de enfermedades que
comprometen el sistema inmunologico como el SIDA, cancer, diabetes (Pilheu,
1998, Garcia-Garcia et al., 1998; Granich et al., 2000; Alvarez-Gordillo et al., 2000;

Orme et al., 2001).
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La OMS en 1993 considera a la Tb como un problema reemergente, de tal manera
que su control se ha implementado en el programa Tratamiento Acortado
Estrictamente Supervisado conocido en México y en Latinoamérica como TAES y
en otros paises como EUA es conocido como DOTS (Directly Observed Treatment
Short-Course), este programa ha demostrado una efectividad del 80% contra los
casos de Tb en Estados Unidos y México; sin embargo, la presencia de cepas
multidrogoresistentes (MDR) son dificiles de tratar y erradicar (Inderlied, 1994;

Mandell y Sande, 1996; Garcia-Garcia et al., 1998).

El problema de la farmacoresistencia agrava el tratamiento de la Tb por la
presencia de cepas multidrogoresistentes, siendo necesaria la combinacion de
hasta cinco farmacos de primera linea para un tratamiento inicial (Inderlied, 1994
Granich et al., 2000). En la actualidad, el tratamiento recomendado por la OMS es
el uso supervisado de farmacos de primera linea como son: isoniazida (H),
rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol (E) o estreptomicina (S). Estos
farmacos son administrados a pacientes que nunca han recibido tratamiento, y al
que lo reanuda después del primer abandono se les debe de administrar durante
25 semanas, hasta completar 105 dosis divididas en dos etapas. |a fase intensiva

con 60 dosis de (H, R, Z, E) y |la fase de sostén con 45 dosis (3 veces a la semana

con H, R).

Ademas, se cuenta con farmacos de segunda linea siendo: canamicina,

capreomicina, amikacina, acido p-aminosalicilico (PAS). etionamida, cicloserina,
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quinolonas; los cuales se utilizan cuando existe una resistencia microbiana contra
los agentes de primera linea. Cabe aclarar que el uso indebido de cualquiera de
estos farmacos puede producir reacciones adversas como la alteracion de la
vision, vertigo, hipoacusia, dermatosis, gota, hepatitis, neuropatia; entre otras
reacciones (American Thoracic Society, 1994; Inderlied, 1994; Nufez-Rocha et al.,

2000) y el costo de este tratamiento se incrementa considerablemente.

1.4) G ENERALIDADES DE Juniperus communis

A) ASPECTOS BOTANICOS:

Juniperus communis L. pertenece a la familia Cupressaceae. Es un arbusto bajo
de 1 0 2 m. de altura, muy rara vez aparece como arbolito con copa coniforme de
hasta 15 m. Tiene hojas que persisten varios anos, 10 a 20 mm de largox 1 a 2
mm de ancho, punzantes, verdes grisaceas, en verticilos de tres piezas. con una
franja blanca azulada en el haz Las flores son dioicas, las masculinas en
estrobilos ovoides amarillos y las femeninas son verdosas. Florece en primavera y
no maduran sus galbulos hasta el tercer ano. Los galbulos femeninos cuando
maduran dan lugar a conos de 6 a 7 mm; con pedunculos cortos, enmarcados,
esféricos, formados por tres escamas seminiferas suculentas y soldadas, al
principio verdes y el segundo ano azules negruzcas (Fig. 1). J communis se
distribuye en Europa, especificamente sobre las montanas del sur en Asia

(excepto en el oeste del Himalaya), en el noroeste de Africa y en América del
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Norte, ademas de ser una especie naturalizada en México (Font, 1980; William y

Thompson, 1981).

B) ASPECTOS QUIMICOS:

La especie J. communis ha sido objeto de diversas investigaciones quimicas
donde se han aislado compuestos de diferentes partes de la planta, asi como por
ejemplo podemos citar que del aceite esencial se han aislado monoterpenos (c y
pineno, limoneno, terpinen 4-ol, sabineno, mirceno, 4-acetil-1,4-dimetil-1-
ciclohexano, cineol), diterpenos (sugiol, xantoperol, acido comunico, acido
isocupresico, manool, 3 a-hidroximanool, 3 o-hidroxi-12, 13E-biformena),
sesquiterpenos (a-candinol, (-)-a -candinol, B-elemen-7a-0l, junenol, junicedrol,
juniperol, longifoleno, tuyopseno, pigmeina, cariofileno y candinenos), alcoholes
terpénicos. De manera adicional también se han aislado compuestos glucosidicos,
acidos organicos, lignanos, ceras, resinas, taninos y flavonoides de diferentes
partes de la planta (Font, 1980; William y Thompson, 1981; Duke, 1988; Loew et

al., 1991; Glasby, 1991; Kagawa et al., 1993).
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EN, JUNIFPERUS COMMUNIS L

Fig. 1. Juniperus communis; 1, rama de una planta masculina con flores del sexo
correspondiente; 2, flor masculina; 3, grano de polen; 4, rama de una planta
femenina con flores del sexo correspondiente y galbulos de uno y dos afos; 5, flor
femenina con gotas receptoras de polen en los primordios seminales; 6, galbulo
maduro; 7, corte transversal del galbulo maduro; 8, semilla; 9, flor. Foto: Kleinen
Hexenkuche.

C) ASPECTOS ETNOBOTANICOS:

En México, la planta se conoce popularmente como enebro, nebro, sabino y como
Yoshu-nezu en Japon o hayrest en Estados Unidos (Font, 1980; William y
Thompson, 1981; Frohne y Pfander, 1984). En la medicina tradicional de nuestro

pais, la planta es muy utilizada para tratar problemas de vias respiratorias, tos,
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pulmonia. A nivel mundial, J. communis es ampliamente utilizada para tratar
diversos padecimientos como el cancer, diarrea, bronquitis, pulmonia, tos,
resfriado, influenza, tosferina, paralisis, presion arterial, sistema circulatorio,
tuberculosis, artritis, arteriosclerosis, gota, malestares estomacales, estimula el
apetito, reduccion de los niveles de colesterol, verrugas, problemas
dermatolégicos, afecciones en el oido, calculo, trastornos de la menopausia,
enfermedades urogenitales y venéreas, entre otros padecimientos (Font, 1980;

William y Thompson, 1981; Duke, 1988; Turner, 1988; Loew et al., 1991).

Ademas, en México los frutos se preparan en conserva y como condimento de
distintos tipos de comida, utilizandolos como sustitutos de la pimienta (Loew et al

1991).

D) ASPECTOS BIOLOGICOS:

Juniperus communis ha sido objeto de algunas investigaciones biologicas. Por
ejemplo, sobre la actividad antibacteriana, se reporta que la mezcla de J.
communis, Urtica dioca, Achillaea millefolum nhibe el crecimiento de
Streptococcus mitis con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 1 mg/mL
resultando inactiva para Streptococcus mutans, Campylobacter rectus, Veillonella
parvula y Fusobacterium nucleatum. Ademas, presenta una CMI de 10 mg/mL
contra Actynomyces naeslundii y Actinobacillus actinomycetemcomitans (Van der

Weijden et al., 1998).
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En investigaciones realizadas sobre el posible efecto contra la diabetes se
demostro que el extracto acuoso de los galbulos de J communis retarda el
desarrollo de esta enfermedad en ratas tratadas con estreptozotozina (Swanston-
Flatt et al., 1990). Por otro lado, el extracto etandlico de las galbulos de J.
communis (20 mg/kg) presentd efecto hipoglucemiante, bajando los niveles de

glucosa entre un 10 a 20% (Petlevski et al., 2001).

La planta ha sido objeto de investigaciones adicionales donde se ha explorado su
efecto como agente antimicrobiano y antifungico. El extracto metandlico de las
ramas de J. communis inhibio el crecimiento de Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Mycobacter phlei, Pseudomonas aeruginosa H187, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium (McCutcheon et al., 1992) y del mismo extracto, se aislé
un triterpeno glicosidico con importante actividad funguicida contra Candida y
Aspergillus, ademas presenta moderada actividad en ratas con candidiasis

diseminada (Pelaez et al, 2000).

Esta planta ha sido evaluada in vitro como posible agente antiinflamatorio; sin
embargo, los resultados demostraron que el extracto acuoso de la especie no
inhibe la biosintesis de prostaglandinas, ni la actividad de la enzima

ciclooxigenasa (Tunon et al., 1995).
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Investigaciones realizadas en el polen de J. communis, se encontré que contiene
acido isocuprésico, compuesto que se describe como el responsable de provocar

aborto en ganado (Gardner ef al., 1998).

Algunos estudios realizados respecto a la toxicidad, reportan que el terpeno 4-
terpineol o terpinen-4-ol es el responsable de provocar un mejor funcionamiento
e irritacion en el rindn, ademas de originar un incremento en el volumen de orina
(Duke, 1988; Houle y Babeux, 1994). Sin embargo, otras investigaciones
sugieren que este compuesto puede bajar los niveles de acido urico. aunque se

requiere de estudios adicionales para confirmar su accion (Markkanen et al..

1981). ' Z T

Diversas investigaciones quimicas y farmacologicas se han realizado sobre un
numero amplio de especies de Juniperus. Por ejemplo de J sqguamata se
aislaron los compuestos 14-acetoxicedrol, un derivado acetil del sesquiterpeno

8,14-cedranediol, los cuales presentaron actividad vasorelajante vy

antiplaquetaria (Che-Ming et al, 1994).

Asi mismo de los frutos de la especie Juniperus excelsa fueron aislados
diterpenos como el acido isopimarico, acido isocommunico, acido (-)ent-trans

communico y el acido 3a-acetoxilabda-8(17),13(16),14-trien-19-oico (acido
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juniperexcelsico) y el sesquiterpeno 4a-hidroxicedrol (Topcu et al,, 1999). En
este mismo trabajo se reporta la actividad antimicobacteriana del extracto
hexanico, metandlico y de los compuestos acido juniperexcelsico y acido
sandracopimarico, siendo las CMIs de 155, 170, 144 y 150 pg/mL
respectivamente contra M. tuberculosis H37Rv, al ser evaluadas por el método

radiorespirométrico Bactec 460.
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2) USTIFICACION

La Tb constituye un serio problema de salud provocando un gran numero de
muertes en el mundo. Ademas las cepas de M. tuberculosis han desarrollado
resistencia a los farmacos provocando que sea mas dificil el tratamiento de la

enfermedad.

Meéxico constituye uno de los trece paises con mayor incidencia en el mundo y la
presencia de cepas multidrogoresistentes va en aumento; por lo que es necesario
y urgente buscar nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de la
enfermedad; y las plantas medicinales de nuestro pais constituyen una fuente
importante de metabolitos secundarios que pueden proveer de nuevas estructuras

o moléculas prototipo para el desarrollo de farmacos con actividad

antimicobacteriana.
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3) @H ETIVO GENERAL

* Obtener los compuestos responsables de la actividad antimicobacteriana del

extracto metandlico de Juniperus communis.

@METIVOS PARTICULARES

1. Evaluacion antimicobacteriana del extracto metandlico.

2. Fraccionamiento quimico del extracto.

3. Evaluacion antimicobacteriana de las fracciones primarias y secundarias.
4. Separacion y purificacion de los compuestos en las fracciones activas.

5. Evaluacion antimicobacteriana de los compuestos puros.

6. ldentificacion quimica de los compuestos puros.
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W
4) ZETODOLOGIA

1. Seleccion:

La especie Juniperus communis se selecciond con base en el criterio
etnobotanico, tomando como punto de partida el uso popular de la planta en Ia
medicina tradicional. La planta es muy utilizada para tratar tos. bronquitis y

problemas de vias respiratorias.
2. Colecta e identificacion del material vegetal:

Una vez seleccionada la especie, se procedio a la colecta del material vegetal
fresco (partes aéreas) en cantidad suficiente (10 kg) Se realizaron dos colectas.
una en el Estado de Oaxaca y otra en Cuernavaca, Mor. La identificacion botanica
la realizd la M. en C. Abigalil Aguilar, responsable del Herbario: IMSSM del Instituto
Mexicano del Seguro Social y un ejemplar del Estado de Oaxaca fue depositado

en el mismo Herbario (No. de voucher: 14414).
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3. Operaciones preliminares y preparacion de los extractos:

Posterior a la colecta, se llevo a cabo el proceso de limpieza con el fin de eliminar
la tierra, la basura y las malezas. El secado de las hojas de J. communis se realizo
a temperatura ambiente y a la sombra, con la finalidad de inactivar los sistemas
enzimaticos y evitar la alteracion del contenido metabdlico. El material vegetal
seco se fragmentd en un molino de cuchillas (modelo Tor Rey M-12), con el objeto
de reducir el tamafio 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.

El material seco y molido se dividio en 2 partes. Las dos porciones de material
vegetal se extrajeron via maceracion a temperatura ambiente, con hexano y
metanol grado RA (Mallinckodt) por periodos de 24 o 48 horas cada uno,
repitiendo el mismo procedimiento 3 veces. Cada uno de los extractos se filtraron
y concentraron a sequedad bajo presion reducida (335 y 337 mm Hg,
respectivamente) en un rotaevaporador marca BUCHI RE 111 a 40° y se
registraron los rendimientos respecto al peso del material vegetal seco. Los
extractos libres de solvente organico se sometieron a ensayo bioldgico (actividad

antimicobacteriana) (Diagrama 1).
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PARTES AEREAS DE
Juniperus communis

I

MACERACION
metanol o hexano
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EXTRACTO
CONCENTRADO

l

EVALUACION BIOLOGICA
(ANTIMICOBACTERIANA)

; ,

EXTRACTO ACTIVO

EXTRACTO INACTIVO

Diagrama 1. Preparacion del extracto.

4. Ensayos biologicos:

a) Actividad antimicobacteriana por el micrométodo colorimétrico de alamar

azul

El micrométodo colorimétrico de alamar azul (MABA) se utilizo como prueba

preliminar, por ser una técnica facil de realizar, ademas de no requerir de equipo
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especial, la lectura de la prueba es visual, consume menos tiempo que los
métodos convencionales, es reproducible y de bajos costos (Collins y Franzblau,

1997, Pietro et al., 2000).

El fundamento de este ensayo radica en el cambio de color del alamar azul, el cual
utiliza como sustancia indicadora de oxido-reduccion 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 el crecimiento bacteriano y se altera el pH, el alamar azul

cambia a un color rosa (estado reducido).

Los pozos de la periferia de la microplaca (0) se les adicion6 agua destilada con la
finalidad de mantener la humedad durante el proceso de incubacion (Fig. 2). El
resto de los pozos fueron utilizados para el ensayo biolégico. A cada pozo se le
agreg6 100 uL de medio de cultivo Middlebrook 7HS enriquecido con OADC (acido
oleico, albumina, dextrosa y catalasa), 20 uL de la muestra problema (extracto,
fraccion o compuesto puro) a evaluar o del control y posteriormente se le adiciono
100 uL de suspension de M. tuberculosis a una concentracion de 6x10° UFC/mL
(E1-E4). Es importante mencionar que para cada ensayo se prepararon dos
columnas de cepa (C, y C»), cada una con diferentes controles. uno de disolvente
(m), otro de microorganismo sin droga (b) y el ultimo como control positivo con

rifampicina (d).
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Las muestras problema de tipo organico (extractos y fracciones) fueron
solubilizadas en DMSO. Cada una se evalu6 a las concentraciones de 50, 100 y
200 pg/mL, en cada ensayo se emplearon 0.125 pug/mL de rifampicina o etambutol
como control positivo. Las placas fueron incubadas a 37°C por 5 dias para M.
tuberculosis y 2 dias para M. avium. Transcurrido el tiempo de incubacién, el
control sin droga fue probado anadiendo al pozo 20 uL de solucion de alamar azul
y 12.5 uL de Tween 80 al 20%. Las placas fueron reincubadas por 24 hrs mas a
37°C. Si el crecimiento bacteriano es optimo, el color del alamar azul en el control
cambio a rosa, o que nos permitid seguir con el procedimiento, que consistio en
agregarle al resto de los pozos el Tween 80 y el alamar azul. Las microplacas se
incubaron nuevamente a 37°C por 24 hrs, transcurrido este tiempo las placas

fueron leidas en forma visual y/o fluoromeéetricamente.

Los resultados fueron interpretados como positivos en aquellos casos donde el
color del alamar azul permanecio sin cambio después del proceso de incubacion,
lo que indico que no hubo crecimiento bacteriano y en aquellos pozos donde se
presento un cambio en la coloracion (rosa) el resultado se tomo como negativo, lo
cual indico que los extractos no afectaron el desarrollo de las micobacterias

(Collins y Franzblau, 1997).
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Fig. 2. Microplaca de 96 pozos para determinar la actividad antimicobacteriana por el
micrométodo colorimétrico de alamar azul. E4, E;, Es y E4: extractos, fracciones y/o
compuestos; Ci: controles de cepa 1; C;: controles de cepa 2; m: controles de medio; b:
control de bacteria sin droga; d: control positivo-rifampicina.

b) Actividad antimicobacteriana por el método radiorespirométrico BACTEC

El método utilizado en este estudio, se bas6 en la metodologia reportada en la
literatura cientifica (Lee y Heifets, 1987; Inderlied, 1994; Cantrell et al,, 1996;
1998a; 1999a; Collins y Franzblau, 1997; Franzblau et al., 1998). Este método es
ampliamente utilizado para determinar la actividad antimicobacteriana de
sustancias de origen sintético o natural. La determinacion por este método fue

realizada de la siguiente manera: El medio liquido (Becton Dickinson Bactec 7H12,
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4 mL) 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 atmosfera por encima del medio
liquido de la camara cerrada, el cual es cuantificado diariamente en un equipo
Bactec TB-460 automatizado (Becton Dickinson Diagnostic Instrument System
John-Stan Laboratories, Twoson, MD). El valor de '“CO, es proporcional a la
cantidad de microorganismo presente en el medio, de esta forma se registra el
indice de Crecimiento (GI-Growth Index) de la micobacteria en una escala de cero
a 999. Es importante mencionar que el registro de '“CO. se determina
diariamente, después del tercer dia de incubacion hasta alcanzar un Gl de 999 o
hasta el 7° dia de incubacion. El ensayo biologico se realizd por triplicado y se

empleo M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) como microorganismo de prueba.

De cada extracto se tomaron 4 mg y se solubilizaron en 1 mL de DMSO (4
mg/mL); de esta solucion patron se realizaron diluciones 1:2 (2 mg/mL), 1:4 (1
mg/mL) en DMSO; cada muestra se esterilizo por filtracion empleando una
membrana estéril de 0.22 um de diametro (Millex-FG, Millipore, Bedford, MA) y se
guardo la muestra en tubos ependorff a —70°C hasta ser utilizados. De la solucion
patréon (4 mg/mL) y de las diluciones se tomaron 100 ulL y por separado se
adicionaron a 4 mL de medio 7H12 (Bactec 12B); obteniendose asi

concentraciones finales en los viales de ensayo de 100, 50 y 25 ug/mL
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M. tuberculosis H37Rv fue previamente cultivado en el medio 7H12 (Bactec 12B),
hasta obtener un Gl de 999, el cual se tomo como cultivo semilla. De esta
suspension se tomaron 100 uL y se adicionaron a cada vial (controles y muestra
problema). Una vez inoculados los viales con la muestra problema y con los
microorganismos, estos se incubaron a 37°C durante el ensayo. Las lecturas se
tomaron después del tercer dia de incubacién hasta que el control alcanzo un Gl
de 999. Cabe mencionar, que en caso de que el control no alcance este valor el

estudio se finalizo hasta el décimo dia.

Los resultados se consideraron como negativos en aquellos extractos donde hubo
presencia de '*CO,, esto indico que hubo metabolismo activo y por ende un
crecimiento de las micobacterias; por lo contrario, la falta '“CO; indico que el

crecimiento de las micobacterias fue inhibida por la presencia de los extractos o

fracciones de prueba.

Los porcentajes de inhibicién fueron calculados con la siguiente formula:

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

En el caso de compuestos puros se siguio la misma metodologia previamente

descrita con la unica diferencia que estos fueron evaluados a la concentracion de

50 y 100 ug/mL.

30



5. Fraccionamiento quimico:

Una vez obtenidos los resultados de las evaluaciones biolégicas de los extractos
se procedio a realizar el fraccionamiento quimico del extracto mas activo siguiendo
los esquemas convencionales para este tipo de investigacion (Hostettman et al,,

1997).

El fraccionamiento del extracto de J communis fue realizado empleando
cromatografia de adsorcion en columna abierta, empacada con gel de silice (Silica
gel 60, malla 70-230 ASTM, Merck) relacion 1:10 y como fase movil se utilizaron

mezclas de disolventes con polaridades crecientes (hexano, cloroformo, metanol).

El montaje de la columna se realizo en forma vertical y se taponea con un algodon
humedecido con el disolvente adecuado. Después se le agrego la silica sin el
extracto, suspendida en el mismo disolvente que el algodon, con el fin de que no
queden burbujas de aire que puedan “fracturar” la columna. Por ultimo, se siembra
el extracto absorbido en el 10% de la silica gel, enseguida se coloca un tapon de
algodon, para que al agregar el disolvente no se agite la muestra. Mediante este
proceso se obtuvieron las fracciones correspondientes con diferentes volumenes

(125, 250, 500 6 1000 mL).

Las fracciones se concentraron a presion reducida (hexano 335 mbar/hPa.

cloroformo 474 mbar/hPa, metanol 337 mbar/hPa) y posteriormente se reunieron
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aquellas que presentaban similitud en la cromatografia en placa delgada
(Kieselgel 60 F254, Merck). La presencia de los compuestos en cada fraccion se
detectd mediante el uso de diversos agentes reveladores como acido sulfurico al
10%, el reactivo Liebermann-Burchard (LB), el cual esta compuesto de 5 mL de
anhidrido acético y 5 mL de acido sulfurico que son adicionados cuidadosamente
a 5 mL de etanol absoluto enfriado en hielo, NP (difenilboriloxietilamina en metanol

al 1%) y PEG (polietilenglicol en etanol al 5%).

Una vez reunidas las fracciones, cada grupo fue sometido a evaluacion biologica
(antimicobacteriana) siguiendo los mismos ensayos utilizados para la evaluacion

de los extractos.

6. Aislamiento de los compuestos activos:

De aquellas fracciones que resultaron activas en los ensayos biologicos se realizo
el aislamiento y purificacion de los compuestos responsables de la actividad
biolégica, mediante el empleo de diversos métodos cromatograficos que incluye

cromatografia en columna abierta y preparativa.

7. Caracterizacion de los compuestos activos:

La identificacion quimica de los compuestos que resultaron activos en los ensayos

biologicos, se realizd mediante el analisis de los espectros de Infrarrojo (IR),
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ultravioleta (UV), resonancia magnética nuclear protonica o de hidrogeno (RMN-

H') y resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-C').
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5) SULTADOS Y — SCUSION

El material vegetal fue colectado en cantidad suficiente en el Estado de Oaxaca.
Posteriormente, se prepararon los extractos hexanico y metandlico via
maceracion, obteniendo 11.9 g del extracto hexanico y del extracto metandlico
82.4 g, con un rendimiento de 1.19 % y 8.24 %, respectivamente. Cabe mencionar

que los rendimientos se expresan en relacion al peso del material seco y molido.

Los extractos recién preparados y libres de solvente organico fueron sometidos
nuevamente a evaluacion antimicobacteriana a cuatro diferentes concentraciones
(25, 50, 100 y 200 pug/mL) por el método colorimétrico de alamar azul (MABA) y de
manera adicional por el meétodo radiorespirometrico Bactec a tres diferentes
concentraciones (25, 50 y 100 ug/mL). Para el primer ensayo se emplearon como

microorganismo de prueba M. tuberculosis H37Rv y M. avium, y para el segundo

ensayo se empleo solo M. tuberculosis H37Rv. Los resultados derivados de esta

evaluacion se muestran en las Tablas 1y 2.
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Tabla 1. Actividad antimicobacteriana de los extractos hexanico (Hex) y metanélico (MeOH) de J.
communis contra M. tuberculosis H37Rv por el MABA.

B CMI (ug/mL) |
EXTRACTO M. avium M. tuberculosis |
_H37Rv
Hex <200 <200 ﬂ
MeOH <50 <50 {
| Rifampicina 0.25

*Control positivo

Tabla 2. Actividad antimicobacteriana de los extractos hexanico y metandlico de J. communis
contra M. tuberculosis H37Rv por el método radiorespirométrico Bactec.

|

EXT. HEXANICO
|

EXT. METANOLICO |

CONCENTRACION

| % DE INHIBICION | 38.0

ug/mL | 25 | 50 100

56.0 | 86.2 | 60.0 | 555 | 663 |

|

En el caso de los resultados obtenidos por el MABA, se observa que el extracto

MeOH de J communis presenta una inhibicion sobre el crecimiento de los dos

microorganismos de prueba con un CMI menor de 50 ug/mL. Respecto. al extracto

hexanico este fue el menos activo contra las dos cepas de micobacterias

presentando un CMI| de 200 pg/mL. Estos resultados comparados con los

previamente reportados por Jiménez-Arellanes et al., 2002 indican que el extracto

metanolico resulto mas activo; no asi el extracto hexanico, el cual muestra menor

actividad.
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Por otro lado, los extractos recién preparados fueron evaluados por el método
radiorespirométrico. Los resultados dados por este método nos indican que el
extracto hexanico provoco una mayor inhibicion que el extracto metandlico sobre
el crecimiento de las micobacterias a la concentracion de 100 pg/mL
observandose que el extracto hexanico inhibe en un 86.2% y el metandlico en un

66.3%.

Analizando los resultados obtenidos por los ensayos MABA y Bactec se decidio
realizar el fraccionamiento quimico biodirigido del extracto MeOH. Es importante
mencionar que el extracto hexanico es objeto tambien del fraccionamiento quimico

biodirigido, pero constituye tema de otro trabajo de tesis.

El fraccionamiento quimico-biodirigido del extracto metandlico se realizo
empleando cromatografia en columna empacada con silica gel, de la cual se
obtuvieron 45 fracciones de diferentes volumenes (500 y 1000 mL). Las fracciones
primarias fueron agrupadas en 18 grupos de acuerdo a la similitud cromatografica
que presentaron en ccf al ser reveladas con acido sulfurico acuoso (Tabla 3).
Cabe destacar, que en las fracciones F 3-5 y F 6-7 se detecto la presencia de B-
sitosterol, asi como diterpenos, y en las fracciones F 17-18 se detecto la presencia
de flavonoides al realizarles ccf comparativa con muestras comerciales y/o

muestras de otras especies vegetales.
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Tabla 3. Fraccionamiento primario del extracto metandlico de J. communis.

SISTEMADE| % [FRACCIONES [CLAVE | RENDIMIENTO |
ELUCION ELUIDAS % |
Hex 100 1-15 F 1 1.6962

F2 42819
F3 2.2284
F 4 1.4421
Hex-CHCl3 | 75:25 16-23 F5 1.1068
F6 2.2118
F7 1.6348
Hex-CHCls | 50:50 24-33 F8 4.3730
. F9 1.424
| F 10 0.5388
. | F11 | 00238 |
Hex-CHCl; | 2575 34-38 F12 0.2007 |
| | F13 1.5354
! | F14 | 03180
" CHCl, | 100 | 3942 | F15 | 42894
| CHCl-MeOH | 5050 | 4346 | F16 | 397016 |
| | | | F17 | 246348 |
MeOH | 100 | 47 1 F18 | 04012 |

Las fracciones primarias fueron sometidas a evaluacion antimicobacteriana a tres
diferentes concentraciones (25, 50,100 ug/mL) con la finalidad de detectar en cual

de ellas se concentraba la actividad (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto de las fracciones primarias de J. communis sobre M. tuberculosis H37Rv por el
meétodo radiorespirométrico.

CONCENTRACION % DE INHIBICION
ng/mL F3-5|F6-7] F89 |F10-14| F15 | F 16-18
25 28 |955| 43 B 213 | 540
50 74 |931] 58 47 21.3 | 540
100 998 [998| 907 652 | 213 | 540

Los resultados del ensayo biologico por el método radiorespirométrico
demostraron que la fraccidén F 6-7 presenta mayor porcentaje de inhibicion sobre
el crecimiento de M. tuberculosis a las tres diferentes concentraciones evaluadas.
Sin embargo, las fracciones F 3-5 y F 8-9 inhiben en un 99.8 y 90.7 % el
crecimiento de las micobacterias pero, solo a la concentracion de 100 ug/mL.

Respecto al resto de las fracciones, estas resultaron menos activas.

Estas fracciones primarias fueron evaluadas por el microméetodo colorimétrico de
alamar azul y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5. Las fracciones
que resultaron mas activas fueron F 3-5 con CMI de 12.5 ug/mL, le siguen en
actividad las fracciones F 8-9 con CMI de 25 ug/mL y la fraccion F 6-7 presentd un
CMI de 50 ug/mL. La fraccion F 10-14 presento actividad a 100 ug/mL vy las
fracciones F 15-17 no afectaron el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a la

maxima concentracion evaluada (200 pg/mL).
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Tabla 5. Fracciones primarias de J. communis contra M. tuberculosis H37Rv por el MABA.

—
FRACCION |CMI (ug/mL)
F 1 50
F2 50
F 35 12.5
F6-7 50
F 8-9 25
F 10-14 100
F15-17 >200

Debido a que la fraccién F 6-7 inhibio el crecimiento de M. tuberculosis al ser
evaluados por el método radiorespirométrico y por el MABA, ademas de ser la
fraccion mayoritaria, esta fue objeto de una siguiente cromatografia en columna
utilizando 1 g de muestra X 60 g de silica (1:60), los sistemas de elucién que se
utilizaron fueron mezclas de hexano, cloroformo y metanol los cuales se describen

en la Tabla 6.
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Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la fraccién F 6-7.

|
SISTEMA DE % | FRACCIONES | CLAVE |RENDIMIENTO
ELUCION ) ELUIDAS
Hex 100 1-19 F 6-7/1 0.5823
Hex-CHCls 9:1 20-32 F 6-7/2 6.5200
Hex-CHCls 8:2 33-35 F6-7/3 | 981438
CHCls 100 36

Del fraccionamiento secundario se colectaron 36 fracciones secundarias de 250

mL cada una, estas se reunieron en 3 grupos de acuerdo a sus caracteristicas

cromatograficas en ccf. De las 3 fracciones reunidas, la fraccion F 6-7/1 se

detecto la presencia del compuesto B-sitosterol y B-amirina (Figura 3), al

realizarle ccf comparativa con muestras auténticas aisladas previamente de

Achillea millefolium presentando un Rf idéntico. Cabe mencionar, que estos dos

compuestos fueron previamente evaluados contra M. tuberculosis H37Rv por el

método radiorespirométrico presentando una inhibicion de 4.72 % y 36.9 %.

respectivamente (Alvarez, 2002) y por el método MABA el (-sitosterol presenta

un CMI de 100 pg/mL.
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p-sitosterol

Figura 3. Estructura quimica del -sitosterol y 3-amirina

De la fraccidn secundaria F 6-7/2 se obtuvo un precipitado en forma de agujas

de color blanco que presento un punto de fusion de 125-132°C. Este compuesto

fue enviado a RMN-H' y EM

El espectro permitio identificar a este compuesto como ent-labda-8(17),12E,14-
trien-3a-ol (Figura 4) ya que se observo en el espectro de masas un PM de 288
(Espectro 1), que corresponde a una formula molecular de CxoH320. El espectro
de RMN-H' (Espectro 2, 3 y 4) presenta sefales caracteristicas para diterpenos
con nucleo ent-labdano, en el espectro podemos resaltar la presencia de sefales
para los hidrogenos de dos metilenos que corresponde a las dobles ligaduras
presentes en los carbonos 8-17 y 14-15 (H-15, H-17), estas senales se observan

en 6488y 504yen445y 484 en forma de dobletes. Ademas, se observan
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senales para tres hidrogenos que corresponde a los metinos ubicados en el C-3,
C-12 y C-14, estas senales se observan en 3.24 (H-3), 5.38 (H-12) y en 6.35 (H-
14); uno de ellos corresponde a un hidrégeno base del grupo hidroxilo (C-3) y las
otras dos senales corresponden a los hidrogeno base de la doble ligadura
presente en el C-12 y C-14. El resto del espectro es muy similar para diterpenos
con este nucleo. Cabe mencionar que la identificacion del compuesto se realizo
por comparacion de los datos de RMN-H' con los descritos en la literatura para
compuestos similares como el del acido 3a-acetoxi-labda-8(17),13(16),14-trien-
19-oico aislado de las bayas de Juniperus excelsa (Blechschmidt y Becker,
1992; Topgu et al., 1999). La diferencia del compuesto 1 con este ultimo es la

posicion de la doble ligadura y la ausencia del grupo carboxilo.

Las aguas madres de la fraccion F 6-7/2 fueron solubilizadas en metanol
caliente, este proceso permitié la precipitacion de un polvo blanco con punto de
fusion de 180-195°C, el cual fue enviado a RMN-H' para la obtencion de su
espectro. Este presento senales similares al compuesto anterior con la unica
diferencia que este corresponde al derivado acetilado (Espectro 5 6 y 7)
presentando senales para el metino base del grupo acetoxi que se encuentra
desplazado de & 3.24 (compuesto 1) a § 5.23, lo que indica que el grupo OH
presente en el C-3 esta sustituido por un grupo acetoxi y la sefal para el grupo
acetoxi aparece en § 2.09 (Espectro 5 y 7). Al igual que el compuesto anterior,

fue caracterizado quimicamente como 3a-acetoxi-ent-labda-8(17).12E,14-trieno
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(Figura 4) al comparar sus datos con los reportados en la literatura

(Blechschmidt y Becker, 1992).

Estos mismos compuestos estan presentes en la fraccion F 6-7/3 solo que en
diferente cantidad. La presencia de estos diterpenos era de esperarse ya que en
la literatura se ha reportado que el género Juniperus biosintetiza este tipo de

metabolitos secundarios, y un compuesto parecido fue aislado de J. excelsa

(Topcu et al., 1999).

ent-labda-8(17),12E, 14-trien-3a-ol 3a-acetoxi-ent-labda-8(17),12E,14-trieno

Figura 4. Estructura quimica de los compuestos ent-labda-8(17),12E,14-trien-3.:-ol (compuesto
1) y 3u-acetoxi-ent-labda-8(17),12E.14-trieno (compuesto 2)
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La fraccion secundaria F 6-7/3 fue objeto de un fraccionamiento terciario proceso
que permitio la obtencion de 6 grupos de fracciones terciarias a las que se les
realizo el analisis cromatografico en capa fina (Tabla 7). Posteriormente, se realizo
cromatografia comparativa con la muestra comercial de [3-sitosterol, compuesto
que estaba presente en la fraccién F 6-7/3/2 al presentar un Rf idéntico. De esta
misma fraccién se obtuvieron los dos compuestos previamente aislados en la

fraccion F 6-7/2 (Figura 4).

Tabla 7. Fraccionamiento terciario de la fraccion secundaria F 6-7/3.

| SR —

. SISTEMA DE % | FRACCIONES | CLAVE RENDIMIENTO |

| ELUCION - ELUDAS | |

[ Hex | 100 12 Fe-7/3/1] 01317 |

F6-7/3/2| 214558 |

Hex-CHCls | 9:1 37  |F6-7/3/3] 343081

| | |F6-7/3/4]  14.3462

| Hex-CHCls 8:2 8-13 ] R

|_ I \F6-7/3/5| 4286925
Hex-CHCls 1:1 14-15_ |

. CHClL | 100 | 16-17 | | |

. CHCl;-MeOH 11 18-19 [Fe-7/3i6| 221339 |

Dado que la fraccion primaria F 3-5 presento importante actividad sobre el
crecimiento de M. tuberculosis (99.8 % de inhibicion y CMI = 125 ug/mL) se
decididé enriquecer dicha fraccion por lo que se realizo el fraccionamiento de otros
25 g de extracto metanalico siguiendo la misma metodologia de empaquetamiento

descrito anteriormente, utilizando mezclas de disolventes en grado creciente de
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polaridad como sistema de elucion. Este proceso permitio obtener 2.35 g

adicionales de la fraccion.

Como siguiente paso, la fraccion F 3-5 fue sometida a una cromatografia de
adsorcion en columna abierta colocando 3.24 g de muestra en 120 g de silica gel

(relacion 1:40).

De este fraccionamiento secundario se obtuvieron 93 fracciones, de las cuales se

reunieron en 26 grupos de acuerdo a su analisis cromatografico en ccf. (Tabla 8).
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Tabla 8. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria F 3-5.

*Muestra desechada

SISTEMA DE % FRACCIONES | CLAVE | RENDIMIENTO |
ELUCION ELUIDAS |
Hex 100 1-10 F 3-5A* 0.0056
F 3-5B 0.7101
F 3-5C 0.0789
F 3-5D 0.5185
Hex-CHCls 9:1 11-42 F 3-5E 5.6730
F 3-5F 0.4790
F 3-5G 6.115
F 3-5H 4.7430
F 3-51 0.9666
F 3-5J 2.4687
F 3-5K 0.5382
Hex-CHCls 82 43-63 F 3-5L 09356 |
F 3-5M 09187 |
F3-5N 26350 |
. | ~ |F3sN ] 15246
| F350 | 7.0258
' Hex-CHCls 1:1 64-77 F35P | 22124
| F35Q | 09187
| CHCls 100 78-87 F 3-5R 04199
[ F3-588 | 11160
F3-5T | 0.6200
F35U | 27026 |
S . |F35v | 1.8318 |
CHCl3-MeOH 11 88-92 F3-5W 03184 |
| - |[F35X | 12.6171
MeOH 100 93 F35Y | 17585

Las fracciones F 3-5B, F 3-5E y F 3-5F fueron sometidas a evaluacion biologica a

una concentracion de 100 ug/mL por el método radiorespiromeétrico utilizando

como microorganismos de prueba M. tuberculosis H37Rv.

46



Los resultados se muestran en la Tabla 9, donde se observa que solo las
fracciones F 3-5E y F 3-5F inhiben el crecimiento de M. tuberculosis en un
porcentaje de 52.7 y 36%, respectivamente. En la fraccion F 3-5B esta presente el
B-sitosterol como compuesto mayoritario, la fraccion F 3-5E esta constituida por el
compuesto ent-labda-8(17),12E,14-trien-3a-ol y en la fraccion secundaria F 3-5F
esta presente un compuesto mayoritario que se encuentra en proceso de
caracterizacion quimica. El espectro de RMN-H' (Espectro 8) para estos

compuestos muestra senales para un diterpeno con nucleo ent-labdano.

Tabla 9. Evaluacién biolégica de los compuestos F 3-5B, F 3-5E y F 3-5F

S b % DE INHIBICION

| CONCENTRACION | F358 F3-5E | F3-5F
. ug/mbL = | SR S—
T | |
100 ] o | 52.7 | 36

Por otro lado, la fraccion secundaria F 3-5H se metio en placas preparativas para
purificar y separar los compuestos, utilizando como disolvente de elucion
cloroformo-éter etilico en una proporcion de 8:2. De esta purificacion se obtuvieron
4 compuestos, de los cuales 3 de ellos fueron objeto de evaluacion biologica por el
metodo radiorespirométrico a concentraciones de 50 y 100 pg/mL utilizando como
microorganismo de prueba M. tuberculosis. Los resultados se describen en la
Tabla 10 indicando que los tres compuestos (F 3-5HI, F 3-5HIl y F 3-5lll) inhiben el

crecimiento de M. tuberculosis en un 25 61y 42 % a la concentracion de 100
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ug/mL, respectivamente. Y a la concentracion de 50 pg/mL presentaron menor

porcentaje de inhibiciéon.

El compuesto de la banda F 3-5HI fue caracterizado como el derivado acetilado de
ent-labda-8(17),12E,14-trien-3a-0l (compuesto 2), este compuesto inhibe el
crecimiento de la micobacteria en un 25% a la concentraciéon de 100 pg/mL. El
compuesto con clave F 3-5HIl corresponde a una mezcla de F 3-5HI vy un
compuesto adicional que esta en proceso de aislamiento para posterior
caracterizacion, esta mezcla presenta un porcentaje de inhibicion de 61%. El
compuesto presente en la fraccion F 3-5HIIl esta en proceso de caracterizacion
quimica, este presento un 42% de inhibicion sobre el crecimiento de M

tuberculosis H37Rv.

Tabla 10. Evaluacion bioldgica de los compuestos F 3-5HI, F 3-5HI1 y F 3-5HIII.

% DE INHIBICIO

— e G .

|
CONCENTRACION |  F 3-5HI F3-5HI | F3-5HII

pgmi | .
|
50 _ 5 6 8
100 | 25 | 81 | a2
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Las posibles estructuras quimicas de estos compuestos se muestran en la Figura
5. Sin embargo, falta determinar inequivocamente las estructuras para lo cual se
necesitan realizar experimentos adicionales de IR, UV, RMN-H', RMN-C™ y EM
por lo que se requiere de obtener mayor cantidad de producto. De manera
preliminar se anexan los espectros de RMN-H' y EM de este producto F 3-5HII

(Espectros 8 y 9).

Figura 5. Posibles estructuras quimicas de los compuestos de las bandas F 3-5HIl y F 3-5HIII.

Es importante resaltar que algunos diterpenos han mostrado importante actividad
antimicobacteriana en investigaciones anteriores al ser evaluados por el método
radiorespiromeétrico contra M. tuberculosis H37Rv. EI diterpeno 12-
demetilmulticaulina aislado del extracto metanolico de Salvia multicaulis inhibe el
crecimiento de M. tuberculosis a una concentracion de 0.46 pg/mL y es
comparado por su efectividad con el agente antituberculoso de primera linea
rifampicina y es mas activo que el etambutol. Otros diterpenos extraidos de Salvia

multicaulis como la multicaulina, 12-demetilmultiortoquinona, multiortoquinona, 12-
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metil-5-dehidrohorminona,  12-metil-5-dehidroacetilhorminona,  salvipimarona,
muestran actividad antimicobacteriana en un intervalo de concentraciéon de 0.89 a
7.3 pg/mL (Cantrell et al., 2001; Ulubelen et al., 1997). Por otra parte, de Juniperus
excelsa se reporta que los diterpenos: acido sandracopimarico y el acido
juniperexelsico resultaron activos a las concentraciones de 150 y 14.4 ug/mL,
respectivamente (Topgu et al., 1999, Cantrell et al., 2001). Estos compuestos
fueron evaluados por el método radiorespirométrico Bactec y como

microorganismo de prueba utilizaron M. tuberculosis H37Rv.

Por ultimo, cabe mencionar que las fracciones de mayor polaridad F 14y F 15-18
se detecto la presencia de flavonas a realizarles ccf y revelarlas con el reactivo
NP/PEG. Estas flavonas corresponden a la quercetina y su derivado glucosilado,
la quercetina 3-rammnosa. La identificacion de estos compuestos se realizo por

ccf con muestras comerciales auténticas y por HPLC (Espectro 10).
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6) i ' %iNCLUSIONES

Las plantas son una fuente de recursos naturales que el hombre puede utilizar
para encontrar nuevas sustancias quimicas y/o moléculas prototipo para
combatir microorganismos responsables de provocar enfermedades que se
creian erradicadas, como la tuberculosis. Sin embargo, son pocas las
investigaciones que se han hecho sobre este recurso natural, por lo que este
trabajo contribuye de manera preliminar a conocer el potencial

antimicobacteriano de las plantas medicinales usadas en México.

Los extractos hexanico y metandlico de las hojas de Juniperus communis
inhiben el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en un 86.2 y 66.3% a la
concentracion de 100 ug/mL al ser evaluados por el método radiorespirométrico
y por el método colorimétrico de alamar azul inhibieron a las micobacterias a una

concentracion de 200 y 50 pg/mL, respectivamente.

El fraccionamiento quimico del extracto metandlico permitio obtener fracciones de
diferente polaridad, detectandose que la actividad biolégica se concentraba en las
fracciones de polaridad intermedia. Siendo las fracciones F 3-5 F 6-7 y F 8-9 las

que inhibieron el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv entre un S0.0 y 99 8% a
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una concentracion de 100 ug/mL al evaluarlas por el método radiorespirométrico.

Y resultaron las mas activas por el método MABA con CMI de 12.5 a 50 ug/mL.

La separacion de los compuesto responsables de la actividad antimicobacteriana
se realizo mediante el uso de diferentes técnicas cromatograficas vy la
determinacion de las estructuras quimica se hizo al analizar sus datos

espectroscopicos y espectromeétricos.

Por lo anterior, se concluye que la especie Juniperus communis representa una
fuente potencial de compuestos activos contra M. tuberculosis. Sin embargo, se
necesitan realizar estudios adicionales de tipo quimico y biologico para determinar
las estructuras quimicas de los compuestos aislados y de otros compuestos que
estén presentes en la fracciones F 6-7, y de esta manera conocer el potencial real

de esta especie como agente antimicobacteriano.
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