UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“OBTENCION Y EVALUACION TOXICOLOGICA DE
COMPUESTOS ANTIMICOBACTERIANOS EN
ESPECIES DEL GENERO ARISTOLOCHIA”.

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

P R E S E N T A

ARLENE CALDERON CORONA



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






% AGRADECIMIENTOS

A la Jefa de la UIM-FPN, Dra. Mariana Meches Fischer, por el apoyo
brindado para llevar a cabo la realizacion experimental del presente trabajo
en la unidad de investigacion.

= A la Dra. Gloria Molina Salinas y al Dr. Salvador Said, del Centro de Inv.
Biomédica del Noreste, IMSS-Mty, por las facilidades otorgadas en la
realizacion de los ensayos conducentes para la actividad
antimicobacteriana in vitro de los compuestos obtenidos.

= Al Consejo Nacional de Ciencia y tecnologia (CONACyT), por la beca
otorgada (No. 48339) para realizar el trabajo de licenciatura mediante el
proyecto U48339-M.

= Al Fondo de Fomento a la Investigacion del IMSS (FOFOI-IMSS) y al
CONACyYyT por el financiamiento otorgado a los proyectos No.
2006/1A)/1/053 y U48339-M.

= A los miembros del jurado:

Dra. Ma. Isabel Aguilar Laurents.
M. en C. Carlos Pérez Mufioz.
M. en C. Isabel Rivero Cruz.
QFB. Ma. Elena Bravo Gomez.

por las sugerencias, observaciones, comentarios y tiempo dedicado a la revisiéon
de este trabajo, los cuales permitieron enriquecerlo.



AGRADECIMIENTOS:

Principalmente, a la Dra. Maria Adlina Jiménez Arellanes por todo el apoyo
brindado, por la paciencia, los consejos, la preocupacion, la dedicacion, las
revisiones, el asesoramiento y todo el tiempo invertido a en este trabajo de
tesis.

A la M. en C. Rosalba Leén Diaz por la ayuda y colaboracion en los
estudios y ensayos realizados como parte de este trabajo.

A mis compafieros del laboratorio: Rosalba, Jorge, Edgar, Mdnica, Jovani,
lleana, Nayeli, Martita, Omar, Claudia, Raul y Sandra, por brindarme su
amistad, por hacer que los dias de trabajo en el laboratorio fueran
agradables y por la experiencia compartida.

A mis compaferos y amigos Adriana, Fernando y Ramon, por todos los
momentos inolvidables e irremplazables que compartimos juntos, por la
alegria y amistad que hicieron mas facil y agradable cada momento dentro
y fuera de la escuela, por el apoyo brindado en momentos dificiles, por
formar y compartir una parte muy importante de mi vida y permitirme formar
parte de la suya. A Caro, Montse, Aurora, Male y Adriana V., porque me
llena de gusto haberlas conocido un dia, saber que me brindaron su
amistad y que aquellos instantes que pasamos juntas son imborrables. A
Marely G., Juan Carlos V., Doris L., Oliver W., Laura G., Carolina C., Araceli
M., Sofia L., Fabi L., Daniel A., Oscar I., Perla y Cesar M., gracias por
haberme permitido compartir momentos agradables con ustedes y por su
amistad a lo largo de la carrera y después de esta.

A la Facultad de Quimica, a mis profesores y a la Universidad Nacional
Autonoma de México, por haber permitido mi formacion profesional en mis
estudios de licenciatura.



DEDICATORIAS:

A Dios, por darme la oportunidad de culminar mis estudios de licenciatura,
pero sobre todo por permitirme compartir estos momentos con mis
hermanos y mis padres.

A mis padres: a quienes realmente me es dificil expresarles con palabras mi
enorme agradecimiento, respeto y admiracion. A quienes les debo la vida y
todo el tiempo que me han dedicado, siempre con un amor y un carifio que
esta demas decir que es insustituible, por su apoyo incondicional, por todos
SUS consejos, sus preocupaciones, por darme educacién, por impulsarme
siempre a ser mejor y estar conmigo en cada instante y decision importante
de cada etapa de mi vida y por compartir conmigo mis triunfos pero también
mis fracasos, porque simplemente les debo mi existencia y la persona que
soy, muchas gracias.

A mis hermanos: Amairani, Luis Manuel y Crysele, por cada momento e
instante compartido conmigo desde el dia en que aparecieron en mi mundo
por primera vez, por todo su apoyo y confianza, por su carifio irremplazable,
por su presencia en mi vida, por la felicidad y alegria inyectada en cada
instante a traves de mis dias.

A mis abuelitas: Manuela Barrera y Celia Arenas, que representan en mi
vida experiencia, lucha y sabiduria, por toda la ternura y dulzura, por sus
abrazos, besos, consejos, cariiio y experiencias compartidas conmigo, y por
ser muestra de que nada es imposible.

A todos mis amigos y compafieros de la licenciatura que con su amistad
hicieron de esta una experiencia inolvidable.

A la Dra. Maria Adlina Jiménez Arellanes quien es un ejemplo a seguir y por
haberme permitido formar parte de su equipo de trabajo y brindandarme el
apoyo y la dedicacion que hicieron posible la realizacién de este trabajo.



Abreviaturas

°C

A

%
AcOEt
ANOVA
antiTB
ATCC
BH
ccf
CC-FN
CDC
CG
CG-EM
CHCM
CICUAL
CMI
CMN
clu
DMSO
EM-IE
EMB
Eri
E.S.M.
EtOH
E.U.

g

HB
Hex
HPLC
hr

Hto
INH
kg

Leu
Linf
MABA
MeOH
MFR
mg
mg/kg
min
mL
mL/kg
mm
Mg

ML
pg/mL
NCI
oDSs
OoMS

P

pf
Plag
PZA
Rf

RIF

% ABREVIATURAS

Grados centigrados.

Longitud de onda.

Porciento.

Acetato de etilo.

Andlisis de varianza.

Antituberculso.

American Type Culture Collection.

Biometria hematica.

Cromatografia en capa fina.

Cromatografia en columna de fase normal.

Centro de Control y Prevencion de Enfermedades.
Cromatografia de gases.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.
Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
Comité Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.
Concentracion Minima Inhibitoria.

Centro Médico Nacional.

Cada uno.

Dimetilsulfoxido.

Espectrometria de masas por impacto electrénico.
Etambutol.

Eritrocitos

Error estandar de la media.

Etanol.

Estados Unidos.

Gramos.

Hemoglobina.

Hexano.

High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta resolucién)
Hora.

Hematocrito.

Isoniazida.

Kilogramo.

Leucocitos.

Linfocitos.

Microdilution Alamar Blue Assay (Micrométodo colorimetrico de azul de alamar).
Metanol.

Multifarmacorresistente.

Miligramos.

Miligramos por kilogramo

Minutos.

Mililitros.

Mililitros por kilogramo.

Milimetros.

Microgramos.

Microlitros.

Microgramos por mililitro.

Instituto Nacional de Céancer.

Octadecil silano.

Organizacion Mundial de la Salud

Probabilidad.

Punto de fusion.

Plaquetas.

Pirazinamida.

Factor de retencion.

Rifampicina.



Abreviaturas

RMN-'H
RMN-3C
Seg
SIDA
SLDs
STR
TAES
B
TB-MFR
TB-XFR
TR
UFC/mL
VCM
Veh

VIH
XFR

Resonancia magnetica nuclear proténica.
Resonancia magnetica nuclear de carbono 13.
Segmentados.

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.
Farmacos de segunda linea.

Estreptomicina.

Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado.
Tuberculosis.

Tuberculosis Multifarmacoresistente.
Tuberculosis extremadamente farmacoresistente.
Tiempo de retencion.

Unidades formadoras de colonia por mililitro.
Volumen corpuscular medio.

Vehiculo.

Virus de Inmunodeficiencia Humana.
Extremadamente farmacoresistente.



Indice

B

B

B3

B3

o<

X3

*

% [INDICE GENERAL

JUSTIF I CACTON ..o e e e e e e e e e I
T o T 11 oo Lo o PP 1
N ] =T o =0 =T o | = 1
I.- Tuberculosis como problemade salud.............cooiiiiii i 1
I.1.- Importancia epidemioldgica de la tuberculosis..............cooiviiiiiiii i, 2

[.2 - Tuberculosis multifarmacoresistentes (TB-MFR)............cccccoii i, 6

1.3 - Tuberculosis extremadamente farmacoresistente (TB-XFR)........................ 8

I.4 - Estrategias para el control de la enfermedad..............c.coooii i, 10

1.5 - Diagnéstico y tratamiento de la tuberculosis.............ccooooiiii i, 12

Il.- Importancia de las plantas medicinales..........c.coooi i 16

lll.- Plantas medicinales como fuentes de principios con actividad

ANEIMICODACTEIIANEA. .. .ot e e e e e e e 19

IV.- Antecedentes de las especies ainvestigar..........cooovvvi i e, 25
IV.1.- Antecedentes botanicos del género Aristolochia.................cccooiiiiii i, 25

IV.2.- Usos dentro de la medicina tradicional y antecedentes quimicos y biol6gicos

de especies del género Aristolochia..........c.coviiii i 26

(o [T oL o) (=T 1 PP 31
(0] 0T 1=1 Y0 1= SRR 32
Y711 0o o] Vo Yo 1 - U 34
I.- Preparacion de 10S eXtraCioS. ......iuiie it e e e 34

Il.- Fraccionamiento primario del extracto MeOH de A. taliscana....................... 34

lll.- Fraccionamiento secundario de dos fracciones de A. grandiflora................ 35

IV.- Fraccionamiento quimico secundario de fracciones provenientes del

fraccionamiento primario de A. grandifloray A. taliscana......................... 36
V.- Procesos de purificacion del eupomatenoide 7.......c.cooviivi i viiiiine e s 38
V.1.- Purificacion del eupomatenoide 7 presente en la fraccion secundaria AF25
Mediante HPLC ... oo e 38
V.2.- Purificaciéon por columna cromatografica del eupomatenoide 7.............. 39
V.2.;.- Recristalizacion de la fraccion FIX para obtencion de

EUPOMALENOIAE 7.ttt e e e e e e 40
VI.- Procesos de purificacion del licarina A.......coooviiiiii i e, 41
VII.- Actividad antimicobacteriana de licarina A y eupomatenoide 7.................. 42
VII.1.- Preparacion de las muestras a evaluar............cooooeiiiviiiiiieiinien e, 43
VII.2.- Desarrollo del Micrométodo Colorimétrico del Alamar Azul (MABA)....... 44
VIIL.- Toxicidad subaguda..........oooirii i e e 45
VIII.1.- Licarina A via SUDCULANEA. .. .......oviiriiiiiie e e e e 45
VIII.1.; - Toxicidad subaguda del aceite de olivo (vehiculo)......... 45

VIII.1.,.- Toxicidad subaguda de la licarina A en aceite de olivo.
VIIL2.- Licarina A POr VIa Oral.........ouuuie it i et et e e 46

VIII.2.,.- Toxicidad subaguda del vehiculo................ccceevevnn. 47



Indice

VIII.2.,.- Toxicidad subaguda de licarina A en tween 20 como

VENICUIO. ..o 47

VIII.3.- Estudio hiStopatolOQiCO. ... .o vvuiviee i e e e e 48

@ RESUIAdOS Y iSCUSION . ...t e e e e e e e e e e e e enns 49
l.-Fraccionamiento primario del extracto MeOH de A. taliscana........................ 49
Il.-Fraccionamiento quimico secundario de A. grandiflora................ccoovviiiinnnen 50

lll.- Fraccionamiento quimico secundario de fracciones provenientes del
fraccionamiento primario de A. grandifloray A. taliscanay purificacién del

eupomatenoide 7 POr HPLC .. ...t e et e e e e e 52

IV.-Purificacion del eupomatenoide 7 por cromatografia en columna................ 54

V.- Resultados de la purificacion de licarina A.........cceveeeveeieee e 55

VI.-Actividad antimicobacteriana de los compuestos aislados.......................... 58

VII.- Toxicidad subaguda de licarina A..........oooiiiii i e e e 60

VII.1.-Toxicidad subaguda de los vehiculos (tween 20 y aceite de olivo)......... 60

VII.1.; - Toxicidad subaguda del tween 20.............coceviiiiiinnss 60

VII.1., - Toxicidad subaguda del aceite de olivo........................ 64

VII.2.-Toxicidad subaguda de licarina A...........ccoooiiiii i e, 67

VII.2.,.-Toxicidad subaguda de licarina A en tween 20............... 67

VII.2.,.-Toxicidad subaguda de licarina A en aceite de olivo........ 73

L oY [ 11 1= o o = 77

B RE I BNCIAS ..t 79
« Anexo.

indice de gréficas:

Grafica 1:
Gréfica 2:
Grafica 3:

Gréafica 4:
Gréafica 5:

Grafica 6:
Grafica 7:

Gréfica 8:

Gréfica 9:

Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda del vehiculo tween
20/agua 17:83.

Peso de los 6rganos obtenidos de los diferentes grupos estudiados en la toxicidad
subaguda de tween 20/agua 17.83.

Valores hematoldgicos entre los grupos, blanco, testigo y vehiculo del estudio de
toxicidad subaguda de tween 20/agua 17:83.

Peso de los ratones en el estudio de toxicidad subaguda del aceite de olivo.

Peso de los 6rganos de ratones obtenidos en el estudio de toxicidad subaguda de aceite
de olivo.

Valores hematoldgicos del estudio de toxicidad subaguda de aceite de olivo.

Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en tween
20/agua 17:83.

Pesos de los érganos de los diferentes grupos estudiados en la toxicidad subaguda de
licarina A en tween 20/agua.

Comparacién de valores hematoldgicos del estudio de toxicidad subaguda de licarina A
en tween 207agua.

Grafica 10: Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en aceite

de olivo.

Grafica 11: Peso de los 6rganos en el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en aceite de

olivo.

Gréfica 12: Representacion de los valores hematoldgicos del estudio de toxicidad subaguda de

licarina A en aceite de olivo.



Indice

indice de tablas:

Tabla 1:
Tabla 2:
Tabla 3:
Tabla 4:
Tabla 5:
Tabla 6:

Tabla 7:
Tabla 8:

Tabla 9:

Tabla 10:
Tabla 11:
Tabla 12:
Tabla 13:
Tabla 14:
Tabla 15:
Tabla 16:
Tabla 17:
Tabla 18:
Tabla 19:

Tabla 20:
Tabla 21:

Tabla 22:
Tabla 23:

Tabla 24:

Tabla 25:

Tabla 26:

Regimenes de tratamiento para pacientes con TB-MFR con varios patrones de
farmacorresistencia.

Dosis y CMI de farmacos antituberculosos de primera y segunda linea y sus efectos
secundarios.

Fraccionamiento primario del extracto metandlico de A. taliscana.

Fraccionamiento secundario de A. grandiflora.

Fraccionamiento secundario de A. grandiflora y A. taliscana.

Condiciones analiticas y semipreparativas del proceso de purificacion de los compuestos
presentes en la fraccion AF25 por HPLC.

Purificacion de eupomatenoide 7 mediante CC-FN.

Patrones de farmacorresistencia de las micobacterias utilizadas en el ensayo de
actividad antimicobacteriana de licarina A y eupomatenoide 7.

Resultados del fraccionamiento quimico de A. taliscana.

Resultados del fraccionamiento secundario de A. grandiflora

Resultados del fraccionamiento quimico secundario de A. grandiflora y A. taliscana.
Resultados del fraccionamiento quimico de las fracciones AF24-AF26.

Actividad antimicobacteriana in vitro de licarina A y eupomatenoide 7 contra cepas de
micobacterias no tuberculosas.

Actividad antimicobacteriana in vitro de licarina A y eupomatenoide 7 contra cepas
resistentes y aislados clinicos de M. tuberculosis.

Registro de los peso de animales con tratamiento subagudo del vehiculo (tween 20/agua
17:83).

Pesos de los 6rganos de los animales tratados con vehiculo.

Valores de biometria hematica de los animales tratados con vehiculo.

Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de aceite de olivo.

Pesos de 6rganos obtenidos de los ratones en el estudio de toxicidad subaguda del
aceite de olivo.

Valores hematoldgicos del estudio de toxicidad subaguda de aceite de olivo.

Pesos de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en tween
20/agua 17:83.

Pesos de los 6rganos de los ratones en la toxicidad subaguda de licarina A en tween 20.
Valores hematoldgicos de muestras tomadas en ratén en el estudio de toxicidad
subaguda de licarina A en tween 20/agua 17.83.

Pesos de ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en aceite de
olivo.

Pesos de los drganos en el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en aceite de
olivo.

Datos hematologicos del estudio de toxicidad subaguda de licarina A en aceite de olivo.

indice de figuras:

Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:

Incidencia de tuberculosis alrededor del mundo.

Regiones en las que se han reportado casos de TB-XFR.

Proceso de recristalizacion del compuesto eupomatenoide 7 presente en la fraccion FIX.
Ccf comparativa de fracciones primarias (2 y 3) de la especie A. grandiflora, donde se
observa la presencia de eupomatenoide 7, licarina Ay B.

Cromatograma del eupomatenoide 7 a 220 nm en HPLC.

Cromatograma de la licarina A a 220 nm en HPLC.

Estructuras quimicas de los compuestos.



Justificacion

< JUSTIFICACION

A pesar de las diversas estrategias y programas implementados para el
control y erradicacion de la tuberculosis (TB), los resultados favorables han
sido escasos. Por lo que esta enfermedad hoy en dia se considera como
emergente a nivel mundial.

Actualmente, el aumento de los casos de TB en el mundo se debe a
diversos factores, tales como: a) apariciéon de cepas multifarmacorresistentes
(MFR) y con farmacorresistencia extendida (XFR) de M. tuberculosis y de otras
especies de Mycobacterium, b) enfermedades que comprometen el sistema
inmunologico (SIDA, cancer, diabetes, artritis reumatoide, entre otras), c)
diagnéstico y tratamientos inadecuados, d) migracion, e) desnutricion, entre
otros; mismos que conllevan a que esta enfermedad constituya un serio
problema de salud mundial. Las infecciones con cepas MFR traen como
consecuencia que los medicamentos de primera y segunda eleccion resulten
poco eficaces para el tratamiento y control de la enfermedad, ademas de que
los tratamientos resultan prolongados, de elevado costo, téxicos, de baja
efectividad y con severos efectos secundarios, por lo que se requiere
urgentemente de nuevos agentes antituberculosos.

La bldsqueda de este tipo de compuestos y/6 moléculas activas puede
realizarse en diferentes fuentes tanto naturales como sintéticas. Dentro de las
naturales, se sabe que las plantas juegan un papel importante en la obtencion
de compuestos 0 moléculas prototipos que en muchos casos sirven como

materia prima o intermediarios en la sintesis de nuevos agentes terapéuticos,
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sin embargo las especies medicinales han sido poco exploradas desde el punto
de vista quimico y farmacoldgico.

En la actualidad, las plantas medicinales son consideradas una fuente
potencial para encontrar nuevos compuestos y/6 moléculas activas contra el
bacilo de la tuberculosis y otras enfermedades, por lo que actualmente y debido
al problema que representa la tuberculosis en los sistemas oficiales de salud,
diversas lineas de investigacion se han enfocado al desarrollo de proyectos
encaminados a la evaluacion de extractos de plantas medicinales para obtener
e identificar los metabolitos secundarios responsables del efecto
antimicobacteriano.

En México existe una gran diversidad de especies que se conocen por
su valor terapéutico, es por eso que tomando en cuenta el efecto
antimicobacteriano mostrado por tres neolignanos (licarina A, licarina B y
eupomatenoide 7) aislados previamente del extracto hexanico de A. taliscana
(Ledn, 2005), el presente trabajo describe la obtencion de compuestos activos
(eupomatenoide 7 vy licarina A) en las especies medicinales Aristolochia
taliscana y A. grandiflora y la actividad antimicobacteriana in vitro, asi como la
evaluacion toxicolégica subaguda en ratones Balb/C de la licarina A
administrada por via intragastrica y subcutanea como continuacion de una linea

de investigacién enfocada a la obtencién de compuestos antituberculosos.
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< INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada por
Mycobacterium tuberculosis. Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) indican que en el 2004, se detectaron 8,9 millones de nuevos casos, un
tercio de la poblacion mundial se encuentra infectada con el bacilo y ha
provocado la muerte de aproximadamente 2 millones de personas al afio. Para el
2020, cerca de un billbn mas de personas estaran infectadas, 200 millones
desarrollardn la enfermedad, y 35 millones morirdn a causa de la TB, si no se
implementan de forma adecuada los programas de control. Dado el problema de
salud que representa y con la finalidad de controlar la TB, la OMS implemento los
programas de Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) y TAES-
plus; sin embargo, el objetivo no se ha logrado y actualmente existen casos de
tuberculosis multifarmacoresistente (TB-MFR) y de tuberculosis extremadamente
farmacoresistente (TB-XFR), que no responden a los tratamientos establecidos y
para los casos TB-XFR no existe ya alternativa de tratamiento. El VIH/SIDA y
enfermedades que comprometen el sistema inmunoldgico contribuyen
significativamente a la reemergencia y persistencia de la TB, lo que impide el
control y/o erradicacion de la misma. El desarrollo de nuevos agentes
antituberculosos (antiTB) fue escaso por mas de tres décadas, por lo que hoy en
dia a nivel internacional se realizan investigaciones enfocados a encontrar nuevos
farmacos que coadyuven, acorten y/o mejoren el tratamiento. Las investigaciones
realizadas en plantas medicinales de México han permitido encontrar que algunas

de ellas pueden ser fuente potencial de agentes antiTB. Dentro de ellas esta
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Aristolochia taliscana, cuyo extracto hexanico y metandlico inhibi6é el crecimiento
de M. tuberculosis H37Rv (CMI=50 pg/mL), y mediante estudio quimico biodirigido
se aislo la licarina A, licarina B y eupomatenoide 7 los cuales presentaron una
CMI de 25, 25 y 6.25 pg/ml, respectivamente al evaluarse por el método
radiorespirométrico Bactec 460 contra la misma micobacteria.
En este trabajo, se describe la obtencion de cantidades adicionales de licarina
A y eupomatenoide 7 a partir A. taliscana y A. grandiflora y su evaluacion
antimicobacteriana in vitro por el Micrométodo colorimétrico de azul de alamar
(MABA) contra cepas monoresistentes y aislados clinicos MFR de M. tuberculosis
y contra dos cepas de micobacterias no tuberculosas; asi como la toxicidad
subaguda de la licarina A usando como vehiculo tween 20/agua y aceite de olivo.
Los resultados de la evaluacion antimicobacteriana indicaron que la licarina
A fue la mas activa contra las cepas no tuberculosas y las monoresistentes de M.
tuberculosis y presento moderada actividad contra aislados clinicos de M.
tuberculosis MFR. La toxicidad subaguda en ratones Balb/C de la licarina A
administrada por via intragastrica y subcutanea, no induce alteraciones en valores

de biometria hematica.
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s ANTECEDENTES

I.- Tuberculosis como problema de salud:

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que se
propaga por via aérea y es transmitida por personas que padecen TB pulmonar
activa al toser, estornudar, hablar o escupir. Este padecimiento es causado
principalmente por Mycobacterium tuberculosis, pero ademas puede ser
provocado por otras micobacterias como M. avium, M. carionni, M. africanum,
M. chelanoe, entre otras.

La forma mas comun de la enfermedad es la pulmonar, presentandose
entre el 70 y el 90% de los casos; y puede clasificarse en (Baltussen et al.,

2005; Raviglione y Smith, 2007):

a) TB pulmonar con baciloscopia-positiva: Son los casos diagnosticados
por medio de estudios bacterioldgicos en muestras de esputo (abarca cerca del
60% de todos los casos de TB pulmonar).

b) TB pulmonar con baciloscopia-negativa: Son aquellos casos
diagnosticados por los signos clinicos basicos y por rayos X, y que no
responden al tratamiento con los antibiéticos usados comiunmente.

c) TB susceptible: En este grupo se engloban los casos de TB,
principalmente la pulmonar, que responde de manera positiva a los
tratamientos con los farmacos antituberculosos de primera linea.

d) TB multifarmacoresistente (TB-MFR): Esta clasificacion corresponde a
los casos causados por cepas de M tuberculosis que presentan resistencia al

menos a rifampicina e isoniazida (RIF, INH,), que corresponden a dos de los
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farmacos antituberculosos de primera linea mas efectivos y basicos en el
tratamiento de la TB.

e) TB extremadamente farmacoresistente (TB-XFR): Hoy en dia, se han
detectado casos de TB que no responden a los tratamientos con farmacos de
primera linea como INH y estreptomicina (STR), ademéas de presentar
resistencia a las fluoroquinolonas y a farmacos inyectables de segunda linea
como amikacina, kanamicina y/o capreomicina. Estos casos representan un
serio problema de salud debido a que en la actualidad no existe alternativa de
tratamiento.

Ademas de la TB pulmonar, se presentan casos de TB extra pulmonar,
siendo los principales: meningea, 6ésea, linfatica, gastrointestinal, del sistema
nervioso central, genitourinaria, ganglionar y ocular (Baltussen et al., 2005;

Raviglione y Smith, 2007).

I.1.- Importancia epidemiolégica de la tuberculosis:

Este padecimiento provoca la muerte de aproximadamente 2 millones
de personas cada afio (WHO, 2007a) y en la actualidad esta considerada como
la causa del mayor numero de muertes ocasionadas por un solo agente
infeccioso a nivel mundial. Estimaciones recientes indican que una tercera
parte de la poblacion mundial se encuentra infectada con M. tuberculosis y en
riesgo de desarrollar la enfermedad (Figura 1). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) reporté que en el 2004 se detectaron 8,9 millones de nuevos
casos de TB, de los cuales 7.4 millones se presentaron en Asia y Africa
Subsahariana y cerca de 3.9 millones de casos resultaron con baciloscopia

positiva en muestras de esputo (Dye, 2006).
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Desde que la OMS lanzé la estrategia “Alto a la Tuberculosis” en el afio
2005, se han identificado tres factores que dificultan el control de este
padecimiento:

a) La propagacion de todas las formas de farmacorresistencia
incluyendo la TB-XFR.

b) El reto que implica el diagnéstico y los resultados de un tratamiento
exitoso a casos de TB que presentan coinfeccion con VIH.

c) Los programas implementados para el control de la TB no cuentan
con una cobertura del 100%, sobre todo en aquellos paises en vias de
desarrollo. En el caso de México, la cobertura del programa es cerca del 70% y
segun datos estadisticos de la secretaria de salud, existe una prevalencia de

25 a 49 casos nuevos/100000 habitantes (WHO, 2007a; Dye, 2006).

Figura 1: Incidencia de tuberculosis alrededor del mundo (Tomada de Dye, 2006)

Casos de TB estimados .5;7
por 100000 habitantes & 100-5%

L - (2006) B 300 6 mis




Antecedentes

En la region Africana se ha reportado una incidencia de 356 casos por
cada 100 000 habitantes cada afio, pero en las regiones mas pobladas de Asia
(Bangladesh, China, India, Indonesia y Pakistan) se registran un mayor
namero, por lo que juntas representan el 48% de todos los casos anuales
registrados a nivel mundial (Dye, 2006). El incremento global es atribuido a la
sorprendente proliferacibon de casos en paises del Este de Europa
(principalmente en la antigua Union Soviética) desde 1990, y la region
Subsahariana de Africa desde mediados de 1980. El resurgimiento de la TB en
el Este de Europa, se debe al escaso control de la TB por deficiencia en los
servicios de salud desde 1991. Estudios periédicos han demostrado que mas
del 10% de los casos nuevos de TB en Estonia, Latvia y algunas partes de
Rusia son TB-MFR.

En el Sureste Asiatico, en regiones del Pacifico Occidental, en América
Latina y en el este de las regiones del Mediterraneo, el incremento de los casos
de TB se ha mantenido constante al menos por dos décadas.

Esta enfermedad afecta principalmente a pacientes con VIH y los rangos
de incidencia son mayores en adultos en edad econ6micamente productiva
(promedio 36 afios) (Dye, 2006; Gautam et al., 2007).

Arriba del 80% de los pacientes con TB son VIH positivos en paises
donde la prevalencia de este ultimo es alta (Ruxin, et. al., 2005); por ejemplo,
en algunas regiones africanas las personas coinfectadas por el VIH y el bacilo
de TB tienen muchas mas probabilidades de desarrollar y morir por esta
enfermedad, debido a que esta comprometido el sistema inmunolégico (WHO,
2007a). Gran parte del incremento global de la TB que se ha observado desde

1980 es atribuido a la propagacion del VIH en Africa. Alrededor de 11 millones
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de personas con VIH/SIDA se encuentran coinfectadas con el bacilo de la TB
(WHO, 2007a).

Globalmente, se estima que aproximadamente el 13% de los adultos
recientemente diagnosticados con TB, fueron infectados con VIH en el 2004,
sin embargo, existe una gran variacion entre regiones, del 34% en la region
Africana a un 1.4% en la region oeste del Pacifico (Dye, 2006).

Los programas basados en el TAES (Tratamiento Acortado
Estrictamente Supervisado) diagnosticaron a mas de 26 millones de pacientes
entre 1995-2005, por lo que la Asamblea Mundial de la Salud de la OMS,
establecio para el 2005 la meta de detectar al menos un 70% de todos los
casos baciliferos nuevos de TB que se produjeran cada afio, y curar al menos
el 85% de los casos detectados. Los programas nacionales para el control de la
TB de 199 paises notificaron que en el afio 2005 se diagnosticaron 2.3 millones
de nuevos casos baciliferos en el marco de la estrategia TAES de la OMS, lo
gue representd el 60% del total de casos baciliferos nuevos (4.9 millones)
estimados en ese afio. En la Region del Pacifico Occidental se alcanzaron las
dos metas de la OMS (deteccion y curacién), con tasas de deteccion y éxito
terapéutico del 76% y 91%, respectivamente; Asia Sudoriental alcanzo la meta
de tratamientos satisfactorios con una tasa del 87% y en el resto de los paises,
la OMS estim6 que 67 de ellos alcanzaron las tasas de deteccidn perseguidas
y 57 paises alcanzaron la meta de resultados satisfactorios; 26 de ellos,
incluidos paises que presentan una alta carga, como China, Filipinas y
Vietham, lograron las dos metas (WHO, 2007b).

Sin embargo la presencia de casos de TB-MFR y TB-XFR, estan

contribuyendo significativamente a la reemergencia y persistencia de esta
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enfermedad, lo que impide el control y/o erradicacion de la misma. La OMS
estima que para el 2020, cerca de un billbn mas de personas estaran
infectadas con TB, 200 millones de estos desarrollaran la enfermedad, y 35
millones moriran a causa de este padecimiento si no se implementan de forma
adecuada los programas de control (Case et al., 2006). Por otro lado, es
importante sefialar que actualmente aproximadamente 2 millones de personas
tiene TB latente, entre el 5y 7% de estos desarrollaran la enfermedad y arriba
del 50% presentaran coinfeccién TB/VIH (Saunders y Britton, 2007).

Existen elementos importantes que agravan el problema del control y
manejo de la TB siendo: a) la mayor prevalencia de TB se localizan en paises
en vias de desarrollo, b) El incremento de los casos de TB-MFR vy la aparicion
reciente de los casos TB-XFR y c¢) El escaso desarrollo de nuevos farmacos
(Case et al., 2006).

Aunque la presencia del VIH tiene un claro y profundo impacto dentro de
la epidemiologia de la TB, existen otros factores potencialmente importantes
gue favorecen su incidencia, como la desnutricibn, el cancer, la artritis
reumatoide, la contaminacion, la diabetes mellitus tipo Il y las enfermedades
respiratorias causadas por el tabaco que complican el problema que presenta
por si sola la enfermedad, y a los cuales sera importante prestar mas atencion

en los proximos afos (Dye, 2006).

I.2.- Tuberculosis multifarmacoresistente (TB-MFR):
La TB-MFR puede ser primaria o adquirida; siendo la primaria cuando
los casos nuevos de TB no han recibido tratamiento alguno y la enfermedad es

causada por M. tuberculosis MFR, es muy frecuente que los casos sean
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resistentes a un solo farmaco. La farmacoresistencia secundaria o adquirida es
cuando los casos de TB han sido tratados o multitratados y se presentan
recaidas por abandono del tratamiento, o aparece durante este como
consecuencia de la irregularidad o mala adherencia a él y por la administracion
inadecuada de los medicamentos; ademas, es un indicador epidemioldgico de
la deficiencia en el Programa de Control de la Tuberculosis en cuanto al
tratamiento (Castillo, 2001; Said-Fernandez et al., 2005).

La TB-MFR es aquella causada por cepas de M. tuberculosis resistentes
a INH y RIF (farmacos basicos en el tratamiento) (Abate y Midrner, 1998) y
esta incrementado en algunas partes del mundo, lo que representa un
importante problema de salud en los paises en vias de desarrollo; ya que los
tratamientos son mas prolongados, provocan severos y diversos efectos
secundarios y son de mayor costo.

Las causas mas frecuentes que inducen la resistencia son: diagnéstico
tardio e inadecuado, tratamiento incompleto, irregular, interrumpido, cambiante
y/lo escaso apego en el esquema del tratamiento y, la resistencia primaria
(Raviglione, 2007).

La resistencia de M. tuberculosis se desarrolla por mutaciones
espontaneas que ocurren con una frecuencia de uno en 10° a 108 replicaciones
dependiendo del farmaco. Por lo que, la exposicion de la micobacteria a un
solo farmaco proporciona un pequefio nimero de microorganismos con una
ventaja selectiva, en la siguiente exposicion a un segundo farmaco,
proporciona nuevamente una ventaja selectiva en aquellos microorganismos
que ya eran resistentes al primer farmaco, por lo que de este modo adquieren

la multifarmacoresistencia (Coker, 2004).
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[.3. - Tuberculosis extremadamente farmacoresistente (TB-XFR):
Actualmente, algunos estudios han revelado la presencia de TB-XFR;
ademas, de la TB-MFR. Estos casos son causados por M. tuberculosis
resistentes a algunas fluoroquinolonas y al menos a uno de tres de los
farmacos de segunda eleccion: capreomicina, kanamicina y amikacina;
ademas, presenta resistencia a farmacos de primera eleccién como INH y RIF
(Raviglione y Smith, 2007). En Marzo de 2006, un reporte del Centro de
Prevencion y Control de Enfermedades y la OMS, documentaron la presencia

de casos de TB-XFR en al menos 17 paises (Ver figura 2).

Figura 2: Regiones en las que se han reportado casos de TB-XFR. (Tomada de
Raviglione y Smith, 2007).
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Prevalencia de casos de TB-MFR entre nuevos casos de tuberculosis, 1994-2002, y paises que
reportaron casos de TB-XFR en enero del 2007.

En aislados clinicos estudiados que presentaban TB-MFR, Unicamente
el 10% corresponde a TB-XFR. Sin embargo, en paises como Estados Unidos,

Corea y Latvia, se encontré que el 4%, 15% y 19%, respectivamente de las
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muestras estudiadas de TB-MFR correspondian a cepas de TB-XFR.

(Raviglione, 2006; Blower y Supervie, 2007; Raviglione y Smith, 2007)

Se han confirmado 269 casos recientemente de TB-XFR en la regién
sur de Africa. (WHO, 2007b). A principios del 2005, un hospital médico rural en
KwaZulu-Natal (Sudafrica), registré un alarmante incremento de muertes en
pacientes coinfectados VIH/TB, y estudios realizados revelaron la presencia
de cepas de TB-XFR y TB-MFR. De 53 pacientes que presentaban TB-XFR,
51% declararon que nunca habian sido tratados (lo cual implica que habian
adquirido la enfermedad por infeccion primaria con M. tuberculosis XFR). El
98% de estos pacientes murieron poco tiempo después (16 dias) de haberse
tomado la muestra de esputo. Al realizar las pruebas de susceptibilidad, se
encontré que presentaban resistencia a todos los farmacos antituberculosos de
primera linea (INH, RIF, pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) y STR) y a dos
de los farmacos de segunda linea (a los aminoglicésidos amikacina y

kanamicina), y a todas las fluoroquinolonas probadas (Raviglione, 2006).

En marzo de 2006 un reporte de Los Centros de Prevencion y Control
de Enfermedades (CDC) y la OMS, reportaron el andlisis de 17 690 aislados
clinicos de 49 paises, los cuales fueron sometidos a pruebas de susceptibilidad
a tres farmacos de segunda linea (SLDs), los resultados revelaron que el 20%
de las muestras fueron TB-MFR y que el 10% de los aislados fueron TB-XFR.
Las muestras TB-XFR estuvieron presentes en al menos 17 paises de todos

los continentes (Raviglione, 2006).

Las causas de TB-XFR son similares a las de la TB-MFR; el inapropiado
uso de farmacos de segunda linea en pacientes en quienes el tratamiento con

farmacos de primera linea no dio resultados (tratamientos inapropiados y
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escaso apego), la propagacion directa debido al contacto con casos TB-XFR y

diagnosticos inadecuados (Raviglione, 2007; Blower y Supervie, 2007).

I.4. - Estrategias para el control de la enfermedad:

Debido al problema de salud que representa la TB en los sistemas de
salud, en el 2005, la OMS implemento el Programa Mundial Alto a la
Tuberculosis, basado en las estrategias de detectar al menos un 70% de todos
los casos baciliferos nuevos de TB que se produjeran cada afio mediante
estudios de rayos X y de laboratorio (WHO, 2007b); ademas de tratar con éxito
al menos el 85% de los casos detectados mediante el programa “Tratamiento
Acortado Estrictamente Supervisado” (TAES o DOTS). Este programa ha sido
implementado al menos en 182 paises, y consta de cinco componentes
esenciales (Elzinga et al., 2004; Baltussen et al., 2005):

1.- Que el gobierno sostenga el compromiso para controlar la
enfermedad.

2.-Diagnostico basado en baciloscopia de muestras de esputo con la
debida calidad y aseguramiento; sobre todo en los pacientes sintomaticos que
se presenten ante los servicios de salud.

3.-Estandarizar la quimioterapia de via corta para todos los casos y
administrar estos para cada caso dependiendo de las condiciones e incluyendo
la observacion directa del tratamiento.

4.- Suministro ininterrumpido de farmacos de calidad-asegurada.

5.-Un registro estandar e informes del sistema, los cuales permitan la
creacion de un programa de monitoreo para la evaluacion sistematica de los

resultados del tratamiento de todos los pacientes registrados.
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Este programa ha tenido éxito en el control de la TB en varios paises
alcanzandose una cobertura de mas del 90%; sin embargo, en paises de la ex-
Unién Soviética y de Africa Subsahariana la cobertura es menor al 10%,
aunado al problema de VIH/SIDA. Por otro lado, podemos mencionar que en
las regiones de China donde se encuentra implementado el programa, la
incidencia de la TB se ha reducido en un 40% en relacién a las regiones donde
no se encuentra implementado el programa TAES (Nelson, 2004). Debido a
gue los los objetivos planteados en el programa TAES no se cumplieron en el
tiempo estimado (2005), en el 2006 se realizd un replanteamiento del programa
enfocandose principalmente a los casos de TB-MFR mediante el programa
TAES-plus. Este programa esta basado en los mismos principios del TAES,
pero ademas incluye pruebas de susceptibilidad en muestras de esputo para el
diagnéstico, ademas de hacer uso de los farmacos de segunda linea (SLDs)
como primera eleccion con la finalidad de conseguir la cura de los pacientes en

proporciones cercanas a los casos de TB sensible (Baltussen et al., 2005).

Las estrategias para el uso de farmacos de segunda linea cae dentro de
dos categorias: aquellas que hacen uso de regimenes estandarizados
formulados para areas geogréficas particulares basados en los perfiles de
farmacoresistencia detectados en muestras tomadas, y aquellos que utilizan
regimenes de tratamiento individuales basada en pruebas de susceptibilidad.
Sin embargo, los tratamientos con farmacos SLDs resultan mas caros, con
mayores efectos secundarios, inducen facilmente resistencia y son mas
prolongados que aquellos tratamientos que hacen uso de farmacos de primera

linea (Resch et al. , 2006).

La estrategia “Alto a la Tuberculosis” fue disefiada como una guia para
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el control de la TB entre el afio 2006 al 2015 y fue construido en base a los
programas TAES y TAES-plus, constando de 5 principales componentes:
seguir con la expansion del programa TAES; controlar la coinfeccion TB/HIV y
la TB-MFR; ayudar y orientar a los sistemas de salud; proporcionar asistencia
médica; impulsar a las comunidades y gobiernos a promover la investigacion
sobre métodos rapidos de diagndstico, desarrollo de vacunas y desarrollo de

nuevos farmacos antituberculosos (Baltussen et al., 2005).

I.5. - Diagndstico y tratamiento de la tuberculosis:

Aproximadamente 1.7 millones de personas alrededor del mundo no
tienen un adecuado acceso a los medicamentos, y el 80% de ellas vive en
paises en vias de desarrollo, en los cuales el poco suministro de los
medicamentos es el mayor obstaculo para tratar los problemas de salud y son
un fuerte indicador de la deficiencia de los sistemas de salud publica (Ruxin et

al., 2005).

Los nuevos casos de TB son detectados cuando los pacientes presentan
sintomas pulmonares y son diagnosticados mediante pruebas baciloscopicas
en muestras de esputo; sin embargo, el 23% de los casos corresponden a
diagnosticos incidentales (Resch et al., 2006; Iseman y Huitt, 2000).

Los regimenes de tratamiento establecidos mediante el programa TAES,
constan de la combinacién de cuatro o cinco medicamentos administrados
entre seis y nueve meses, entre los que se tienen a la RIF, INH, STR, EMB o
PZA (farmacos de primera linea), la mezcla de estos medicamentos se emplea

en la fase intensiva (dos meses de tratamiento) y en la fase de sostén se

-12 -



Antecedentes

recomienda un tratamiento a base de INH y RIF durante 4 meses o INH y EMB
por 6 meses. El uso de EMB o0 STR, esta en funcién de la resistencia a INH,
cuando es superior al 4%, cuando el paciente ha sido previamente tratado con
antimicobacterianos, cuando el paciente es de un pais con una elevada
incidencia de TB resistente o cuando existe el antecedente de contacto con un
paciente con TB-MFR (Coll, 2003). Sin embargo, debido a la larga duracién del
tratamiento (6 meses) y la inadecuada administracion de los medicamentos
los pacientes frecuentemente dejan de tomar los medicamentos tan pronto
como los sintomas se ven disminuidos y como consecuencia se presenta la
aparicion de casos TB-MFR y TB-XFR, los cuales son mas complicados de
tratar que aquellas infecciones provocadas por cepas susceptibles de M.
tuberculosis (Raviglione, 2006; Coker, 2004).

Para casos que ya han sido tratados (fallas en el tratamiento, tratamiento
interrumpido o recaidas), se recomienda retomar el régimen de tratamiento que
consiste en las mismas cinco farmacos administrados todos juntos durante 2
meses, seguido de un mes exceptuando la STR, y por 5 meses mas INH, RIF y
EMB. Este régimen de tratamiento es muy efectivo, incluso para pacientes que
presentan coinfeccion con VIH (Maartens y Wilkinson, 2007; Iseman y Huitt,
2000).

El tratamiento para TB-MFR requiere del de farmacos que no han sido
prescritos previamente durante un periodo entre 6 meses y dos, y no todos los
pacientes responden favorablemente a la terapia (Molina et al., 2006; Iseman
y Huitt, 2000). Para tratar estos casos se requiere medicamentos de segunda
linea (amikacina, kanamicina, ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida), los cuales

tiene moderada actividad contra M. tuberculosis, provocan severos efectos
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adversos e inducen facilmente resistencia, como las fluoroquinolonas (Tablas 1y
2) y muchos son de administracién diaria e inyectables. El uso de estos
farmacos debe ser en forma cuidadosa para evitar la aparicion de casos TB-
XFR. El régimen de tratamiento para TB-MFR incluye el uso de al menos 4
farmacos y hasta 8 farmacos. Generalmente, el tratamiento se inicia con
pequefias dosis de medicamento, y después de 3 a 10 dias se incrementa.
Algunas de las estrategias de tratamiento en los casos de pacientes con TB-

MFR se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Regimenes de tratamiento para pacientes con TB-MFR con varios patrones
de farmacoresistencia (Tomada de Iseman y Huitt, 2000).

Resistencia a Régimen sugerido Duracion de la terapia
rifampicina
Isoniazida, pirazinamida 6-9 meses
estreptomicina etambutol
amikacina
rifampicina
Isoniazida y etambutol  pirazinamida
+/- estreptomicina amikacina 6-12 meses
quinolona
pirazinamida

Isoniazida y rifampicina etambutol

+/- estreptommicina  amikacina 18-24 meses

quinolona
pirazinamida
Isoniazida, rifampicinay amikacina 24 meses después de
etambutol +/- quinolona la conversion
estreptomicina dos farmacos mas
(plus)
etambutol
Isoniazida, rifampicinay amikacina 24 meses después de
pirazinamida +/- quinolona la conversién
estreptomicina dos farmacos mas
(plus)
L. . . amikacina
Isoniazida, rifampicina, _ )
pirazinamida y etambutol duinolona ) 24 meses despues de
+/- estreptomicina. Erels f;armacos mas la conversion
plus
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Otros farmacos no incluidos en la tabla pueden ser utilizados en ciertas

situaciones,

azitromicina (Iseman y Huitt, 2000).

como clofazimina,

amoxicilina-clavulanato,

claritromicina vy

Tabla 2: Dosis y CMI de farmacos antituberculosos de primera y segunda linea y sus
efectos secundarios (Tomada de Iseman y Huitt, 2000).

Dosis usual diaria en

Efectos secundarios

Farmaco adultos (mg/kg) CMI pg/mL
primera linea
Hepaititis, polineuritis y otros
Isoniazida 5-10 (mg/kg) 0.01-0.025 trastornos neurolégicos, erupciones
cutaneas, artralgias.
. - Nauseas, vomitos y diarrea,
Rifampicina 10 (mg/kg) colestasis, trombocitopenia, cuadro
pseudogripal, migrafna.
o . ) Hepatitis, sarpullido, artritis,
Pirazinamida 30 (mg/Kg) 6.2-50 artralgia, hiperurucemia, malestar
estomacal.
Etambutol 15-25 (mg/Kg) 05-2.0 Neuritis dptica, malestar estomacal
inyectables
Estreptomicina 15 (mg/Kg) 0.25-2.0
Amikacina 15 (mg/Kg) 0.5-1.0 Pérdida de la audicion, ataxia,
Kanamicina 15 (mg/Kg) 1.5-3.0 proteinuria, presencia anormal de
electrolitos en suero, eosinofilia.
Capreomicina 15 (mg/Kg) 1.25-25 Somnolencia o movimiento
involuntario del globo ocular
seguna linea
Ciprofloxacina 750 mg g.d. 0.25-2.0
Ofloxacina 600 mg q.d. 0.25-2.0 Artralgia, tendinitis, dolor de
. cabeza, malestar estomacal,
Levofloxacina 750 mg g.d. <1.0 ansiedad, temblores
Etionamida 250 mg g.d. 0 500 mg 0.3-1.2 Ma}lestar gbdomlna!, hipotiroidismo,
qd diarrea, intolerancia a la glucosa,
disfuncion sexual, sarpullido.
Acido para- Malestar estomacal, nauseas,
P 4 mgq.d desconocido  diarrea, sarpullido, hipotiroidismo,

aminosalicilico

Cicloserina

250 mg g.d. 0 500 mg

qd

edema

desconocido Psicosis, ataques, convulsiones

También existen vacunas como la BCG que confiere proteccion contra la

TB meningea en nifios y TB pulmonar en adultos, pero no reduce la transmision
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de la enfermedad. Durante 10 afios, se han desarrollado nuevas vacunas con
igual o mayor eficacia que la BCG, pero aun se encuentran en fases clinicas | o

Il (Maartens y Wilkinson, 2007).

Il.- Importancia de las plantas medicinales:

Las plantas han sido utilizadas como remedios naturales por miles de
afos; inicialmente éstas eran utilizadas en forma de preparaciones como
tinturas, infusiénes, decoccién, polvos, y/o cataplasmas. En la actualidad, éstas
se siguen utilizando para solucionar diversos problemas de salud, sobre todo
en paises en vias de desarrollo donde el acceso a los medicamentos es
limitado. La informacion sobre el uso de las plantas medicinales se ha
transmitido y/o conservado a través de la historia en forma oral o escrita y dada
su importancia en diversas culturas, en el siglo XIX se realizaron las primeras
investigaciones enfocadas a la obtencién de principios activos, empezando con
el aislamiento de la morfina a partir del opio. Otros ejemplos importantes de
citar son la obtencion de cocaina, codeina, digitoxina, quinina, entre otros;
muchos de los cuales son actualmente empleados con fines terapéuticos y
algunos otros sirvieron como moléculas prototipo para el desarrollo de nuevos
farmacos (Balunas y Kinghorn, 2005). Sin embargo, la obtencion de principios
activos a partir de plantas tuvo su decadencia después de la segunda guerra
mundial, debido al descubrimiento de los antibioticos y de diversas sustancias
sintéticas que se producian a gran escala con mejor efecto terapéutico y
aparentemente con mayor eficacia y menor costo; pero el resurgimiento de
enfermedades que se creian erradicadas (como la malaria, diversas

parasitosis, tuberculosis, etc.) y la deteccién de otras como el SIDA, cancer,
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diabetes, entre otras, ha despertado el interés y la necesidad urgente de
intensificar la busqueda de nuevas sustancias en fuentes naturales (Fabricant
y Farnsworth, 2001; Newman y Cragg, 2007).

Hoy en dia, continda el aislamiento y la evaluacion farmacoldgica de
compuestos aislados a partir de plantas medicinales, empleando diversas y
novedosas técnicas de quimica analitica y de biologia molecular; ademas, en
esta busqueda participan grupos de investigadores de diversas disciplinas
(botanicos, quimicos, bioquimicos, farmacologos, y de algunas otras como
antropologia, arqueologia, historia y linglistica) que contribuyen al
descubrimiento y conocimiento de productos naturales con actividad biologica
(Balunas y Kinghorn, 2005; Fabricant y Farnsworth, 2001).

En el periodo de 1959 a 1984 aproximadamente el 25% de las
prescripciones médicas de los Estados Unidos y Canada contenian extractos
de plantas medicinales, o bien algun principio activo obtenido de este recurso
natural (Balandrin et al., 1993) y de acuerdo con estudios del Instituto
Nacional del Cancer (NCI de E.U.), el 61% de las 877 nuevas moléculas
guimicas introducidas como farmacos en todo el mundo entre 1981 y 2002
fueron obtenidas a partir de productos naturales (Gautam et al., 2007).

El uso de las plantas medicinales como fuente alternativa para la
busqueda y obtencion de agentes terapéuticos nos lleva al aislamiento de
moléculas que pueden ser utilizadas directamente como farmacos o bien,
derivar en la obtencion de compuestos activos que conduzcan a la semisintesis
de otras entidades quimicas con mayor actividad y menor toxicidad (Fabricant
y Farnswort, 2001).

De acuerdo con la OMS, al menos el 65% de la poblacion mundial usa
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las plantas medicinales como alternativa terapéutica para tratar sus principales
problemas de salud. Por ejemplo, en Africa y China mas del 80% y 40% de la
poblacién, respectivamente utiliza la medicina tradicional para ayudar en el
tratamiento de sus enfermedades y problemas de salud, debido a que el
acceso a los medicamentos es muy limitado (Jagtap et al., 2006; Design,
2002).

Entre el 2001 y el 2002, aproximadamente un cuarto de los
medicamentos de mayor venta en todo el mundo eran productos naturales, o
derivados de estos (Balunas y Kinghorn, 2005; Fabricant y Farnsworth,
2001), ejemplos importantes que se utilizan dentro de la terapéutica actual son:

Arteether (nombre comercial: Artemotil) es un farmaco empleado en el
tratamiento de la malaria, es una lactona sesquiterpénica derivado de la
artemisina aislada de Artemisia annua L., planta utilizada dentro de la medicina
tradicional China.

Galantamina (conocida comercialmente como Reminyl), es un producto
natural aislado de Galanthus woronowii Losinsk a principios de 1950 en Rusia.
La galantamina esta aprobada en el tratamiento del Alzheimer, ya que es capaz
de frenar el proceso de degeneracion neuroldgica inhibiendo la
acetilcolinesterasa, también une y modula el receptor de la acetilcolina.

Tiotropio (nombre comercial: Spiriva), fue lanzado en E.U. para el
tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y es un
anticolinérgico broncodilatador basado en el ipratropio, que es un derivado de
la atropina aislada de Atropa belladonna y en otros miembros de la familia
Solanaceae.

Metformina, agente hipoglucemiante que se obtuvo a partir de la
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galegina (Galega offcinalis), la especie vegetal es muy empleada como
antidiabético.

Sin embargo, a pesar de la riqueza floristica en el mundo (250,000
especies de plantas), Unicamente alrededor del 15% se han estudiado desde el
punto de vista fitoquimico y aproximadamente el 6 % de las especies vegetales
en nuestro planeta han sido evaluadas con la finalidad de conocer sus
actividades biolégicas (Molina—Salinas et al., 2006; Fabricant y Farnswort,

2001).

lll.- Plantas medicinales como fuentes de compuestos con actividad
antimicobacteriana:

Los agentes antituberculosos (PZA, EMB, INH, RIF y STR) de uso
actual, se desarrollaron entre 1950 y 1970 y por mas de 3 décadas el
desarrollo de este tipo de sustancias fue escaso. Desde 1980 se detect6 que a
nivel mundial, el nimero de casos de TB iba en aumento y se presentaron los
primeros casos de TB-MFR (Gautam et al., 2007), durante este periodo se
impulso la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos antiTB y a la fecha
Unicamente se cuenta con dos (rifalazil y rifabutina) aprobados por la FDA
(O'Brien y Spigelman, 2005).

En este sentido, podemos mencionar que en la actualidad numerosos
grupos de investigadores se han dado a la tarea de buscar nuevos compuestos
antiTB en las plantas medicinales. Hoy en dia, este recurso es empleado en
los paises desarrollados por su efectividad terapéutica e inocuidad. Mas de
350 productos de origen vegetal han sido evaluados para determinar su

actividad antimicobacteriana, y se han encontrado compuestos tales como
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alcaloides, chalconas, flavonoides, entre otros, que han demostrado actividad
antimicobacteriana in vitro (Billo et al., 2005; Cantrell et al., 2001; Newton et
al., 2000; Pauli et al., 2005).

Dentro de los trabajos que se han realizado sobre plantas medicinales
con el objetivo de explorar su potencial antimicobacteriano durante el periodo
del afio 2002 a la fecha, se encuentra la descripcién de un grupo de 22 plantas
medicinales mexicanas, empleadas para el tratamiento de enfermedades
respiratorias, que fueron evaluadas contra M. tuberculosis H37Rv y M. avium
encontrdndose que los extractos hexanico y metandlico de Juniperus
communis presentaron una CMI= 100 pg/mL y los extractos hexanicos de
Lantana hispida, Chamaedora tepejilote, Artemisa ludoviciana y Malva
parviflora presentaron una CMI= 200 pg/mL. Los extractos activos fueron
probados contra cuatro variables monoresistentes de M. tuberculosis H37Rv
(resistentes a INH, RIF, STR y EMB) donde el extracto hexanico de L. hispida
mostré la mejor actividad, siendo la cepa resistente a INH la mas sensible al
extracto; sin embargo, también mostré actividad contra aislados clinicos de M.
tuberculosis MFR (Jiménez et al., 2003). Del extracto activo de L. hispida se
aislaron tres triterpenos y el B-sitosterol, siendo el mas activo el &cido
oleandlico con una CMI de 12.5 pg/mL, los otros dos triterpenoides (acido 3-
acetoxi-22-[2"-metil-2z-buteniloxi]-12-oleanen-28-oico y lantadeno A reducido)
mostraron una CMI de 50 pg/mL contra M. tuberculosis H37Rv (Jiménez et al.,
2007). Del extracto hexanico de C. tepejilote se aislé el acido ursdlico y
escualeno como responsables de inhibir el crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv, encontrandose que presentaron un 99% de inhibiciébn a 100 pg/mL

(Jiménez et al., 2005). Cabe mencionar que el acido ursodlico aislado de
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Aspidosperma quebracho-blanco presenté una CMI= 32 uM al ser evaluado
por el método radiorespirométrico y de 50 pg/mL por MABA (Wéachter et al.,
1998; Cantrell et al., 2001). De Thymus vulgaris (extracto hexanico) se aislo la
mezcla de acido ursélico/ac. oleandlico cuya CMI fue de 12.5 pg/mL para M.
tuberculosis H37Rv y de 50 pg/mL contra diversas cepas de M. tuberculosis
MFR (Martinez, 2006; Jiménez et al., 2006).

Otro estudio realizado sobre un total de 55 extractos de 20 plantas
diferentes, refiere que el extracto activo contra M. bovis BCG fue el metandlico
del fruto de Amborella trichopoda (CMI=1-2.5 pug/mL) (Billo et al., 2005). Y
dentro de otras investigaciones se describe la evaluacion del potencial
antimicobacteriano de los extractos diclorometanicos de 270 plantas peruanas
contra M. tuberculosis, donde se encontr6 que los que presentaron mayor
actividad fueron la corteza de la especie Senna silvestres, el tallo de Somera
sabiceoides (CMI <6.5 pg/mL), la corteza de Nectandra hihua, frutos y tallos de
Senna oblicua, tallo de Heisteria accuminata (CMI= 10 pg/mL) y la corteza de
Zanthoxylum sprucei (CMI= 15 ug/mL) (Graham et al., 2003).

En el 2004, un estudio realizado con la finalidad de encontrar
compuestos con actividad antimicobacteriana en la especie Piper sanctus, que
es abundante en la regién del sur y centro de México, y es comunmente
conocida con el nombre de “acuyo”, “hierba santa” y “hoja santa”, se report6
gue en el extracto CH,Cl,:MeOH (1:1) preparado a partir de las hojas presenté
una inhibicion del 99% en el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a 100
pg/mL y el extracto del tallo inhibié el crecimiento del microorganismo en un
95% a la misma concentracion. El estudio quimico biodirigido condujo a la

identificacion de 14 nuevos compuestos y 10 ya conocidos en los aceites
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esenciales y en los extractos de las hojas; los mas activos fueron: el 2-oxo-14-
(37,4’ -metilendioxifenil)tetradecano  (CMI= 6.25 pg/mL), 2-0x0-16-(3",4"-
metilendi-oxifenil)hexadecano  (CMI=  6.25  pg/mL), 5,6-dehidro-7,8-
dihidrometisticina (CMI= 4 pg/mL), cefaranona B (CMI= 12 pg/mL) y
piperolactama A (CMI= 8 ug/mL) (Mata et al., 2004).

Por otro lado, en el 2005 se report6é que el extracto CH,Cl,:MeOH
(1:1) de Thalia multiflora inhibié el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv (CMI=
50 pg/mL) y mediante fraccionamiento quimico se aislaron 18 compuestos
(esteroides, flavonoides, glicésidos, ceramidas, compuestos fendlicos y
alcaloides) siendo los mas activos contra la micobacteia el estigmast-5-en-33-
ol-7-ona (CMI= 1.98 ug/mL), el estigmast-4-en-63-ol-3-ona (CMI= 4.2ug/mL),
estigmasta-5,22-dien-33-ol-7-ona (CMI=1.0 ug/mL) y el estigmasta-4,22-dien-
6B-ol-3-ona (CMI= 2.2ug/mL) (Gutiérrez-Lugo et al., 2005).

Otro trabajo fitoquimico realizado por Stavri y Gibbons (2005) en la
especie Anethum graveolens describe el aislamiento de la oxipeucedanina, el
hidrato de oxipeucedanina y el falcarindiol, los cuales fueron evaluados contra
5 especies de Mycobacterium, resultando el falcarindiol como el mas activo con
una CMI de 2 pg/mL para M. phlei y M. abscessus y de 4 pg/mL para M.
fortiutum, M. smegmatis y M. aurum (Stavri y Gibbons, 2005).

Otras evaluaciones realizadas a partir del extracto CH,CI, de la corteza
del tallo de Warbugia ugandensis, permitieron el aislamiento de 13
compuestos, siendo el &cido linoleico el mas activo contra M. aurum, M.
fortuitum, M. phlei y M. smegmatis con una CMI de 4, 8, 4 y 16 pg/mL,
respectivamente; le sigue en actividad el sesquiterpeno muzigadial mostrando

CMI de 64 pg/mL contra M. phlei y M. smegmatis y una CMI de 32 y 16 pg/mL
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para M. aurumy M. fortuitum, respectivamente (Wube et al., 2005).

En evaluaciones realizadas sobre los extractos hexanico y aceténico de
Flourensia cernua se encontré que inhibieron el crecimiento de M. tuberculosis
H37Rv (cepa sensible a los cinco farmacos de primera linea) y también contra
la cepa MFR (CIBIN/UMF: 15:99, resistentes a todos los farmacos de primera
linea) presentando una CMI de 50 y 25 ug/mL, respectivamente (Molina-
Salinas et al., 2006).

Y reportes de investigaciones realizadas por O’Donell y coladores
describen la actividad de la homoisoflavona [3-(4"-metoxibencil)-7,8-
metilenedioxi-croman-4-ona) aislada de Chlorophyum inornatum, la cuél mostré
actividad contra M. phlei y M. aurum con una CMI de 16 y 32 ug/mL,
respectivamente; y el 7-(1"-hidroxietil)-2-(2""-hidroxietil)-3,4-dihidrobenzopirano
resulto activo contra M. aurum (CMI= 64 pg/mL) (O'Donnell et al., 2006).

Ademas, se ha descrito que a partir de las hojas de Beilschmiedia tsangii
fueron aislados 13 compuestos, la beilschmina A y B resultaron los mas activos
contra M. tuberculosis 90-V221387 con una CMI= 2.5, 7.5 ug/mL, el escualeno
y el rel-(7S,8S,7R,8'R)-3,3",4,4",5,5 -hexametoxilignano presentaron una CMI
de 28 y 25 pg/mL, respectivamente (Chen et al., 2007).

Otro reporte muestra que los extractos hexanico y diclorometanico de la
corteza de Casearia grewiifolia presentaron actividad contra M. tuberculosis
H37Ra (CMI= 25 pg/mL) y mediante fraccionamiento quimico se aislaron 4
nuevos clerodan-diterpenos (caseargrewiina A-D) y dos conocidos; rel-
(2S,5R,6R,8S,9S,10R,18S,19R)-18,19-diacetoxi-18,1-epoxi-6-metoxi-2-(2-
metilbutanoiloxi)cleroda-3,13(16),14-trieno y rel-(2S,5R,6R,8S,9S,10R,

18S,19R)-18,19-diacetoxi-18,19-epoxi-6-hidroxi-2-(2-metilbutanoiloxi)cleroda-
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3,13 (16),14-trieno, los cuales presentaron una CMI de 12.5 pug/mL y la
caseargrewiina C present6 una CMI de 25.0 pg/mL contra la misma
micobacteria (Kanokmedhakul et al., 2005).

Como parte de otras evaluaciones, se reportdé que del estudio quimico
del extracto EtOH de las raices de Piper sarmentosum fueron aislados 16
compuestos, los que presentaron mayor actividad contra M. tuberculosis
H37Ra fueron el 1-alil-2-metoxi-4,5-metilendioxibenzeno y una N-[9-(3,4-
metilendioxifenil)-2E,4E,8E-nonatrienoil]pirrolidina (pirrolidinamida) cuya CMI
fue de 25 pg/mL, el resto de compuestos presentaron una CMI >50 pg/mL.
Ademas, del extracto hexanico y metandlico de los frutos de esta especie, se
aislaron 12 compuestos, de los cuéles pellitorina y el 1-(3,4-metilendioxifenil)-
1E-tetradeceno resultaron los mas activos (CMI= 25 ug/mL) contra M.
tuberculosis H37Ra. (Tuntiwachwuttikul et al, 2006).

Akihisa et al. (2005a) describe el efecto antimicobacteriano de 27
triterpenos aislados de la fraccion lipidica no saponificable del extracto
metanolico de las flores de Chrysanthemum morifolium, siendo los méas activos
contra M. tuberculosis H37Rv maniladiol, 3-epilupeol (CMI= 4 ug/mL), 4,50-
epoxihelianol (CMI= 6 pug/mL), faradiol y amidiol (CMI= 16 pug/mL).

De la fraccion lipidica no saponificable del extracto diclorométanico de
Hypsizigus marmoreus se obtuvieron 15 compuestos (entre esteroles y poli-
isoprenepolioles), entre los mas activos contra M. tuberculosis H37Rv estan el
peroxido de ergosterol, cerevisterol, 6-epicerevisterol, 6-O-metilcerevisterol e
hipsiziprenol Ag cuyas CMI fueron de 1, 6, 11, 36 y 15 pg/mL, respectivamente
(Akihisha et al., 2005b).

También se han realizado estudios de compuestos sintéticos, en donde
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se ha encontrado gran actividad antimicobacteriana. Un ejemplo de ellos es
geranilgeraniol (CMI= 1.56 pg/mL) y acetato de geranilgeranil (CMI=3.13
pMg/mL) que mostraron gran actividad contra M. tuberculosis H37Rv (Vik et al.,
2007); y la evaluacion de una serie de flavonas, chalconas y derivados de estos
permitié encontrar que 8 compuestos mostraron actividad (con porcentaje de
inhibicion >90% a 12.5 ug/mL). Los compuestos mas activos fueron 3-cloro-2"-
hydroxichalcona, 3-oido-2"-hidroxichlacona, 1-(4-fluorofenil)-3-(piridin-3-ilo)-2-

propen-1-ona, 1-(furan-2-il)-3-fenil-2-propen-1-ona (Lin et al., 2002).

IV.-Antecedentes de las especies a investigar:
IV.1. - Antecedentes botanicos del género Aristolochia:

El género Aristolochia comprende las % partes del total de la familia
Aristolochiaceae dentro del orden de las Aristolochiales. La familia abarca
cerca de 400 especies de plantas herbaceas o lefiosas.

Las especies de Aristolochia se distribuyen en regiones tropicales,
semiaridas y templadas (Cano y Marroquin, 1994). En el continente
Americano se encuentra distribuido desde la vertiente sur y oriental de los
Estados Unidos a través de Meéxico, Antillas y América Central hasta
Sudamérica (Argentina). En México se han descrito 64 especies, algunas
especies de Aristolochia se les conoce como “flor de pato”, “guaco”, “huaco”,
“gallinitas”, “hierba del indio”, “pipilo” y una gran variedad de nombres mas en
lenguas autdctonas, segun las regiones y localidades.

Las especies pertenecientes al género Aristolochia, son hierbas
trepadoras de tallo simple o ramificado, con hojas que son simples, perennes,

aromaticas y se disponen de manera alternada a lo largo del tallo (Ortega-Ortiz
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y Ortega-Ortiz, 1997; Cano y Marroquin, 1994) y carecen de apéndices
estipulares (ocasionalmente presentan pseudoestipulas) con peciolo, flores
bisexuales, actinomorfas o zigomorfas, solitarias o en glomérulos axilares, de
periantio (perigonio) sencillo, y de dos verticilos trimeros, tubulosos en la parte
inferior (proximal); la cubierta floral es de una sola pieza, de forma tubulosa,
terminada en una lengleta, y corona el fruto incipiente, que queda por debajo
de la flor pedicelada, el céliz gamosépalo, inflado basalmente, formando un
utriculo, el limbo de colores vistosos, de purpureo a amarillo, entero a 3 lobado,
algunas veces unido al tubo en la parte central o peltado, la corola
generalmente ausente, raramente con 3 pétalos (Quer, 1962; Ortega-Ortiz y
Ortega-Ortiz. 1997; Cano y Marroquin, 1994), con estambres que pueden ser
5 0 mas, libres o unidos al estilo; el ovario es infero, de 5 a 6 carpelos, y de 4 a
6 l6culos, estilos unidos que forman la columna que remata en l|6bulos
estigmaticos, que van de 3 a 8; tienen numerosos rudimentos seminales
marginales o parietales; el fruto es capsular dehiscente (en forma de
paracaidas invertido); sus semillas numerosas y con endospermo abundante.

(Cano y Marroquin, 1994).

IV.2.- Usos dentro de la medicina tradicional y antecedentes quimicos y
biolégicos de especies del género Aristolochia:

Algunas especies de este género son comunmente utilizadas en la
medicina tradicional, puesto que han mostrado diversos efectos, tales como:
diuréticos, analgésicos, antiasmaticos, anti-inflamatorios, anticancerigenos,
antitusivos y expectorantes. La desventaja de este género es que contiene

derivados de acido aristoloquico, el cual induce nefrotoxicidad y mutagenicidad
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(Sato et al., 2004), razén por la cual muchas especies ya no son usadas en la
medicina tradicional (Yu et al., 2007; Machado y Lopes, 2005; Shi et al.,
2004).

Dentro de las especies del genero Aristolochia que se les ha dado uso
dentro de la medicina tradicional, podemos mencionar a A. asclepiadifolia,
gue se ha empleado para el tratamiento de la diabetes y mordeduras de
serpientes, al igual que A. elegans que se utiliza para tratar mordeduras de
vibora, A pentandra y A. quercetorum se utilizan para tratar problemas
estomacales (diarrea) (Aguilar et al.,, 1994). Otros ejemplos de especies
empleadas con fines terapéuticos y de las cuales se ha evaluado su actividad
biolégica son A. paucinervis, que es utilizada en el tratamiento de infecciones
de la piel, dolor abdominal e infecciones en las vias respiratorias altas. La
evaluacion biolégica del extracto metandlico presentd actividad antibacteriana
contra gram positivos (Gadhi et al., 1999). Asi mismo, se ha reportado que las
hojas de A. bracteolata, poseen actividades antihelminticas; también es util en
el tratamiento de la sifilis, gonorrea, ulceras infectadas y otras enfermedades
de la piel, y el extracto EtOH posee actividad cicatrizante (Shirwaikar et al.,
2003).

En diversas especies de este género se ha reportado la presencia de
lignanos, diterpenos, sesquiterpenos y flavonoides, de diferentes partes
vegetales (Wu et al., 1999,2000, 2002); por ejemplo, como parte del estudio
guimico del extracto acetdnico de las hojas de A. ridicula, fueron identificadas
tres nuevas flavonas: ridiculuflavona A y B (biflavonas) y la
ridiculuflavonilchalcona A (tetrdamero de charcona-flavona) ademas del ciclitol

(Machado y Lopes, 2005).
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Por otro lado, se encontré que en una evaluacion de los extractos crudos
de 39 plantas mexicanas, el extracto MeOH de las raices de A. taliscana fueron
activas contra Trypanosoma cruzi, y como resultado del fraccionamiento
quimico biodirigido del extracto se aislaron 4 neolignanos (eupomatenopide-7 y
1, licarina A y B) responsables de la actividad tripanocida (Abe et al., 2002).
También se encontré que el extracto hexanico y metandlico de la especie A.
elegans posee actividad contra el veneno del escorpion (Jiménez-Ferrer et al.,
2005).

Existen reportes donde se describe el aislamiento de lignanos,
diterpenoides, sesquiterpenoides y alcaloides de las hojas, tallo y raices de la
especie A. elegans. Trabajos publicados en el 2000 y 2003, reportan el
aislamiento de nuevos compuestos, aristofilas A y B, aristelegona-A-D; una
nueva isoquinolina -pericampilinona-A, sies nuevos difenil éteres (aristogina-A,
B, C, D, E y F), tres nuevos lignanos (aristelegina-A-C), un nuevo dimero
(aristolina), dos nuevas aristolactamas (aristolactama E y aristolactam-Allla-6-
O-B-D-glucosido), tres nuevos aristoquinolinas A-C del extracto metandlico de
hojas, tallos y raices de A. elegans (Wu et al., 2000; 2002; Shi et al., 2004). En
el aceite volatil de las raices, hojas y tallos de la misma especie se encontré B-
cariofileno, isocariofileno y la biciclogermacreno (Vila et al., 1997) y en el aceite
esencial del rizoma y de las partes aéreas de A. mollissima se encontraron 68 y
74 constituyentes, respectivamente. El 2,2,7,7-tetrametiltri
ciclo[6.2.1.0(1,6)]undec-4-en-3-one, fue el constituyente mas abundante (15.9%
en rizoma y 13.5% en partes aéreas). Otros compuestos detectados son (E)-
acetato de santalol (10.3%) y el canfeno (6.7%) para el rizoma vy el

espatulenol (6.8%) para las partes aéreas. Yu et al. (2007) describe la
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actividad antimicrobiana de ambos aceites esenciales contra 20
microorganismos, siendo el mas activo el aceite del rizoma contra
Staphylococcus saprophyticus.

Dentro de las actividades biolégicas de A. grandiflora encontramos que
ha sido utilizada como antihemorragico en los casos por mordeduras de
Bothrops atrox, y la investigacion biologica del extracto EtOH (96%) revelé que
posee moderada neutralizacion sobre la toxina de B. atrox (Otero et al., 2000).

Respecto a A. taliscana, llamada comunmente “Guaco”, se utiliza como
remedio contra la diarrea, mordeduras de serpiente, y afecciones
dermatoldgicas. Es una planta trepadora, de tallos delgados de 2-3 m de largo,
se distingue por un caliz limbito no bilocado, obtuso, y capsula de 3 cm. En
México, se distribuye en Sinaloa, Nayarit y Jalisco (Martinez, 1979).

Como parte de una linea de investigacion donde se explora el potencial
antituberculoso de plantas medicinales de México se encontrd que los extractos
Hex y MeOH de las partes aéreas de esta planta inhiben el 100 y 46%,
respectivamente, el crecimiento de M. tuberculosis H37Ryv, al ser evaluadas por
el método radiorespirometrico a una concentracion e 100 pg/mL (Ledn, 2005).
El fraccionamiento quimico biodirigido del extracto hexanico permitié el
aislamiento de 3 neolignanos caracterizados como licarina A, licarina B y
eupomatenoide 7, los cuales fueron activos contra M. tuberculosis H37Rv
presentando una CMI de 25 (licarina A y licarina B) y 6.25 pg/mL
(eupomatenoide 7), al ser evaluados por el mismo método. Dado el efecto
antimicobacteriano presentado por estos compuestos, se decidio realizar el
presente trabajo con la finalidad de enriquecer los compuestos activos y

explorar el efecto antimicobacteriano de estos contra cepas y aislados clinicos

-29-



Antecedentes

de M. tuberculosis mono y multifarmacorresistentes, asi como evaluar la
toxicidad subaguda del compuesto mas activo, con la finalidad de determinar la

potencialidad de estos compuestos como posibles agentes antituberculosos.
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< HIPOTESIS

La licarina A y el eupomatenoide 7, presentes en las especies A

taliscana y A. grandiflora seran capaces de inhibir el crecimiento de cepas de

micobacterias no tuberculosas, asi

como de <cepas mono Yy
multifarmacoresistentes de Mycobacterium tuberculosis, ademas presentaran

baja toxicidad subaguda.
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% OBJETIVOS

Objetivos generales:

Obtener licarina A y eupomatenoide 7 de las especies Aristolochia

taliscana y A. grandiflora.

Evaluar el efecto de los compuestos contra cepas de micobacterias no
tuberculosas, cepas monoresistentes de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv y contra aislados clinicos multifarmacoresistentes de M.
tuberculosis y determinar la toxicidad subaguda del compuesto mas

activo.

Objetivos particulares:

Realizar el fraccionamiento quimico primario en cromatografia en
columna de fase normal del extracto metandlico de A. taliscana y el

fraccionamiento secundario de A. grandiflora.

Aislar e identificar los principales compuestos activos y mayoritarios
(licarina A y eupomatnoide 7) que son responsables de la actividad

antimicobacteriana presentes en las fracciones.

Establecer las condiciones analiticas de HPLC para la identificacion de

licarina A y eupomatenoide 7.
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Llevar a cabo la purificacién del eupomatenoide 7 mediante métodos
cromatograficos (HPLC y cromatografia en columna de fase normal) y

recristalizacion.

Realizar la purificacion de la licarina A mediante métodos de

recristalizacion.

Evaluar la actividad antimicobacteriana in vitro del eupomatenoide 7 y
licarina A (compuestos mayoritarios) contra cuatro cepas
monoresistentes de M. tuberculosis H37Rv (de la coleccién ATCC),
cuatro aislados clinicos de M. tuberculosis MFR y dos cepas de

micobacterias no tuberculosas (M. fortuitum y M. non-chromogenicum).

Determinar la toxicidad subaguda del compuesto mas activo empleando

aceite de olivo (via subcutanea) y tween 20/agua 17:83 (via

intragastrica) como vehiculos.
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% METODOLOGIA

I.-Preparacion de los extractos:
Los extractos metandlico y hexanico de las especies Aristolochia
taliscana y A. grandiflora, respectivamente, fueron preparados via maceracion

a partir de 1.5 kg de material vegetal (rizoma) seco y molido.

Il.-Fraccionamiento primario del extracto MeOH de A. taliscana:

Se realizo el fraccionamiento quimico de 10 g de extracto MeOH en
cromatografia en columna de fase normal (CC-FN). Para llevar a cabo el
fraccionamiento, se utilizaron 200g de silica gel 60 (0.063-0.2 mm, Merck)
como fase estacionaria, y como fase mévil se emplearon disolventes con grado
creciente de polaridad (mezcla de Hex:CHCI3;, CHCI3, mezcla de CHCI;:MeOH
y MeOH), mediante este proceso se colectaron 124 fracciones (de la fraccion 1
a la 48 el volumen fue de 200 ml c/u y de 49 a la 124 se colectaron fracciones
de 500 ml c/u) (Tabla 3). Las fracciones obtenidas, fueron sometidas a un
analisis en cromatografia en capa fina (ccf) con la finalidad de llevar a cabo la
reuniéon de las fracciones similares de acuerdo a su perfil cromatogréfico, al
final de este procedimiento las fracciones fueron reunidas en 11 grupos.

Las fracciones reunidas y los eluyentes empleados, asi como las

fracciones colectadas y la clave final se muestran en la tabla 3.
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Si;te?gnde Fracciones Clave Tabla 3: Fraccionamiento primario del
usi . . .
Colectadas | Reunidas extracto metanélico de A. taliscana.
Hex:CHCl; 90:10 1-15
1-35 F1
Hex:CHCl; 85:15 16-35
36-37 F2
Hex:CHCl; 80:20 36-62 3857 E3
58-63 F4
Hex:CHCI; 75:25 63-92 64-80 E5
Hex:CHCl; 70:30 |  93.103 81-106 F6
Hex:CHCl; 60:40 | 104-112
107-113 F7
Hex:CHCl; 50:50 | 113-116
114-119 F8
CHCl, 117-119
CHCl; : MeOH 120 F9
5050 120-122
121-123 F10
MeOH 123-124
124 F11

Durante el proceso de fraccionamiento se realizaron ccf comparativas
con compuestos de referencia, previamente aislados de la especie (Ledn,

2005).

lll.- Fraccionamiento secundario de dos fracciones de A. grandiflora:

Dos muestras obtenidas de un fraccionamiento primario del extracto
hexanico de A. grandiflora fueron wunidas para ser sometidas a un
fraccionamiento secundario, con la finalidad de aislar los compuestos
presentes. Para esto, se mont6 una CC-FN, empacada con 70 g se silica gel 60
(0.063-0.2 mm) como fase estacionaria, sobre la cual se sembraron 3.5 g de
muestra adsorbidos previamente en el 10% del peso de la silica,
posteriormente la columna se eluyé con mezclas de disolventes con grado

creciente de polaridad (Hex:CHCl3, CHCI3;, CHCI;:MeOH y MeOH),

-35-



Metodologia

obteniéndose 57 fracciones, 48 de 50 mL (1-48) y 9 fracciones (49-57) de 250
mL; que en base a su perfil cromatografico en ccf fueron reunidas en 7 grupos.
Las fracciones colectadas, eluyentes, fracciones reunidas y la clave final

de cada grupo se muestran en la tabla 4.

. . Sistema de i
Tabla 4: Fraccionamiento ellusic')n %) Fracciones Clave
secundario de A. grandiflora. Colectadas | Reunidas
1-5 Agl/F1
6-10 Agl/F2
Hex:CHCl; 1-44 11 Agl/F3
70:30 12-26 | Agl/F4
27-34 | Agl/F5
35-49 | agi/F6
CHCls 45-51
100
CHCl;:MeOH 52-54
8020 50-57 | Agl/F7
MeOH
100 56-57

Posteriormente, se realizé una comparaciéon de la fraccion Agl/F6 (del
fraccionamiento secundario de A. grandiflora) con 4 fracciones provenientes del
fraccionamiento primario de A. taliscana, mediante una ccf utilizando como
sistema de elusion CHCI3y H,SO4 al 10% en solucion acuosa como revelador,
esto con la finalidad de observar su similitud quimica en cuanto a su
composicion.

El perfil cromatografico en ccf de las fracciones fue muy parecido por lo
gue se reunieron Yy posteriormente fueron sometidas a un siguiente

fraccionamiento quimico.

IV.- Fraccionamiento quimico secundario de fracciones provenientes del
fraccionamiento primario de A. grandifloray A. taliscana:

Se realizd el fraccionamiento quimico de 8 g de muestra (fracciones

provenientes del fraccionamiento primario de A. grandiflora y A. taliscana)
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mediante CC-FN (240 g de silica gel 60, 0.063-0.2 mm, Merck), eluyendo con
mezclas de disolventes con grado creciente de polaridad (Tabla 5).

Al finalizar este proceso, se obtuvieron 187 fracciones que mediante ccf
comparativa se reunieron en 32 grupos finales. Las reuniones realizadas, las
claves asignadas a cada grupo de fracciones, pesos y rendimientos de cada

uno, se muestran en la tabla 5.

Sistema de Fracciones Clave
elucion (%) | Colectadas | Reunidas
1-4 AF1 Sistema de Fracciones Clave
s g AF2 elucion (%) | Colectadas | Reunidas
B 106 — 107 | AF19
108 — 124 | AF20
9-16 AF3
Frexano 1-41 125-134 | AF21
17-26 AF4 106-146
o CHEl 135-140 | AF22
ex:
27-33 AF5 7605 141 - 145 | AF23
34-42 AF6 146-152 | AF24
Hex:CHCI 42-49 ) 153155 | AF25
082 43-49 AF7 Hex:CHCl; 147-161
oo o 70:30 156 - 162 | AF26
Hex:CHCl, 50-58 -
95:5 _
55-58 AF9 Hex:CHCls 162-174 | 168-170 | AF27
Hex:CHCl; 50:50
90:10 59-64 59-64 | AF10 171-175 | AF28
65— 69 AF11 . )
Hex:CHCI; 175-178 176 178 | AF29
70-76 AF12 30:70
Hex:CHCls 65-86 - 179180 | AF30
- CHCI 179-183
85:15 77-83 AF13 100 181-183 | AF31
CHCl3:MeOH
84 - 87 AF14 58:50 184 -187 | AF32
88— 89 AF15
87-105 90- 01 AF16
| 9294 AF17
Hex:CHCl3
8020 95-105 | AF18
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Conjuntamente con la realizacion del proceso de fraccionamiento se
realizé un andlisis en ccf de cada una de las fracciones para determinar la
composicion de estas. Las fracciones, en las cuales se encontraron los
compuestos de interés (licarina A y eupomatenoide 7), fueron sometidas a

procesos de purificacion, empleando HPLC, cristalizacién y CC-FN.

V.-Procesos de purificacion del eupomatenoide 7:

V.1.- Purificacion del eupomatenoide 7 presente en la fraccion secundaria
AF25 mediante HPLC:

Tabla 5: Fraccionamiento secundario de Parte ~de la  fraccion
A. grandiflora y A. taliscana.
secundaria AF25 (Tabla 5), en la cual

se detect6 uno de los compuestos activos y mayoritarios, fue objeto de analisis
por HPLC. Para ello, fue necesario desarrollar las condiciones analiticas (Tabla
6), probando diferentes sistemas y flujos para determinar las condiciones que
permitieran una mejor separacion del compuesto principal (eupomatenoide 7)
presente en esta fraccion y tomando en cuenta lo reportado en la literatura,
donde se describe que para la separacion de lignanos empleando fase reversa
se recomienda utilizar disolventes polares como MeOH, acetonitrilo o mezclas
de estos (Willfor et al., 2006), para este analisis se empled un cromatografo
liquido de alta resolucion (HPLC, marca Waters) acoplada a un controlador 600
(Waters) y desgasificador (Degassit 6324). Para el manejo del equipo se
empleo el programa Millenium 32 (Waters).

Parte de esta fraccion fue sometida purificada por el mismo método,
empleando las condiciones determinadas.

Las condiciones analiticas y semipreparativas fueron las siguientes:
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Tabla 6: Condiciones analiticas y semipreparativas del proceso de purificacion de los
compuestos presentes en la fraccion AF25 por HPLC.

Columna Condiciones analiticas Condiciones semipreparativa
Spherisorb S10 ODS2 (4.6X250 mm, 10 ym ODS2) | (10X250 mm)

Sistema de elucién MeOH 100% (grado HPLC) MeOH 100% (grado HPLC)
Flujo (mL/min) 0.3 1

Vol. inyeccién (uL) 20 100

Concentracion (mg/mL) 2 3.33

Tiempo de corrida (min) 40 43

A (nm) 220y 350 220y 350

45 mg de la fraccion AF25 fueron sometidos a columna semipreparativa
[Spherisorb S10 ODS2 (10X250 mm)], el compuesto se identifico por analisis
de sus espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN-'H), y

espectrometria de masas por impacto electronico (EM-IE).

V.2.- Purificacion por columna cromatografica del eupomatenoide 7:

La purificacion de eupomatenoide 7 (2), se realizo también por
cromatografia en columna fase normal empleando 240 g de silica gel como
fase estacionaria, en la cual se sembraron 948.8 mg de las fracciones AF24,
parte de la fraccion AF25 y la fraccion AF26, la columna se eluyd con mezclas
de disolventes con grado creciente de polaridad (Hex, Hex:CHCl;, CHClIs,
CHCI3:MeOH, MeOH).

Los sistemas de elusion empleados, las fracciones colectadas y reunidas
de acuerdo a su perfil cromatogréafico, pesos y rendimientos se encuentran

registrados en la tabla 7.

de

Sistema de Fracciones Clave | Peso (mg) Rendimiento
i6 0, 0,
elusion (%) Colectadas | Reunidas (%) . .,
3 o 22 023 Tabla 7: Purificacion
Py ' ' eupomatenoide 7 mediante
Hex 1-23 Fil 3.1 0.33 CC-FN.
9-22 Flll 1.7 0.18
23-38 FIV 2.8 0.3
Hex:CHCl; 97:3 24-37

-39-



Metodologia

Hex:CHCl; 93:7 38-46
39-52 FV 2.8 0.3
Hex:CHCI3 90:10 47-52
Hex:CHCI3 85:15 53-58 53-58 FIV 2.1 0.22
Hex:CHClI; 80:20 59-62 59-61 FVIl 1 13.8 1.45
62-63 FVIIl 66.9 7.05
Hex:CHClI; 70:30 63-68
64-68 FIX [337.0 35.52
Hex:CHClI; 60:40 69-73 69-70 FX |191.4 20.17
CHCls 74-75 71-77 EXI 265.8 28.01
CHCl3:MeOH 76-77
MeOH 78 78 FXIl o —

De las fracciones FVIII, FIX y FX, se obtuvieron 595. 3 mg de
eupomatenoide 7 (2) (mayoritario) en forma impura, sin embargo la mayor
cantidad se encontrd en la fraccion FIX, por lo que esta muestra fue sometida a

un proceso de recristalizacion por par de disolventes.

V.2.;.- Recristalizacion de la fraccion FIX para obtencién de
eupomatenoide 7:

La fraccion FIX fue sometida a un proceso de cristalizacion con la
finalidad de purificar el compuesto mayoritario presente en esta fraccion:

A la FIX, libre de disolvente organico, se le realizaron lavados
consecutivos con hexano (3 x 2mL) previamente destilado, posteriormente se
retiro el disolvente como aguas madres (disolucion residual que contiene las
impurezas o compuestos que no son de interés en este trabajo), y el residuo
(cristales) se dejo secar a temperatura ambiente eliminar el disolvente de los
cristales formados, estos se disolvieron en 2.0 mL de AcOEt en bafio maria y
posteriormente se adicionarén 2.0 mL de metanol frio, nuevamente se dejo
secar a temperatura ambiente, los cristales obtenidos fueron disueltos

nuevamente en 1.5 mL de MeOH, y se adicion6 hexano (1.5 mL) con la
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finalidad de lavar nuevamente, la fase hexanica se retir6 como aguas madres y
en la fase metandlica quedo el compuesto, este Ultimo procedimiento se realizé
tres veces, finalmente se dejo cristalizar a temperatura ambiente la fase
metanolica (Figura 3) en donde se formaron cristales de color crema con un p.f.
de 109-110 °C, solubles en CHCI3;, AcOEt y MeOH; durante este procedimiento
se realizaron ccf para llevar un control del proceso de purificacion del
compuesto. La identificacién del compuesto se determind por analisis de sus

espectros de EM-IE y RMN-H (Anexo, Espectros 1y 2).

Figura 3: Proceso de recristalizacion del eupomatenoide 7 presente en la fraccion FIX.

| Fraccion FIX (a0 |

Realizar 3 lavados con Hexano.

| Retirar aguas madres }—{ Formacién de cristales |

1°-Adicionar AcOEt
2°-Calentar
3°-Adicionar MeOH

|

Dejar secar a T amp hasta
formacion de cristales

Determinar punto  [@&—— Repetir 3 veces
de fusion | Redisolver en MeOH |

|

| Lavar con hexano |

VI.- Procesos de purificacion del licarina A:
Con la finalidad de aislar la licarina A (5) presente en la fraccion primaria

AF27 (Tabla 5) (1760.9 mg) se realizd un proceso de recristalizacion:
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Como primer paso, se agrego MeOH frio (2.0 mL) hasta lograr la
disolucién total de la muestra, posteriormente se adiciono Hex (2.0 mL) y se
dejo enfriar, para después retirar las aguas madres (fase Hexanica), la fase
metanolica se llevo nuevamente a sequedad para posteriormente, realizar
nuevamente el proceso de recristalizacion, las aguas madres se reunieron y los
cristales se redisolvieron en AcOEt (1.0 mL) y MeOH (1.0 mL), de donde se
obtuvieron 340.4 mg de licarina A (5) en forma de cristales de color crema con
p.f. 97-99°C, solubles en CHCI; y AcOEt. La identificacion del compuesto se
determind mediante el andlisis de sus datos de RMN-'H y EM-IE (Anexo,
Espectros 3 y 4) y por su tiempo de retencién (TR) en analisis de HPLC al ser
comparado con un compuesto de referencia, y donde las condiciones
analiticas empleadas de HPLC fueron las mismas descritas en el inciso V.1 de
este apartado. Cabe aclarar que este compuesto fue obtenido mediante un
proceso de cristalizacion y el andlisis de HPLC se empleo para determinar su

purezay TR.

VII.- Actividad antimicobacteriana de licarina A y eupomatenoide 7:

La licarina A (5) y eupomatenoide 7 (2) (Figura 7), fueron evaluados
contra dos especies de micobacterias no tuberculosas (M. fortuitum y M. non-
chromogenicum), cuatro cepas monoresistentes de M. tuberculosis H37Rv (de
la coleccién ATCC) y cuatro aislados clinicos M. tuberculosis MFR de pacientes
mexicanos y con patron de farmacoresistencia determinada, la evaluacion se
realiz6 mediante el ensayo MABA para determinar la CMI (Tablas 8). En esta
evaluacion se incluyo la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv (ATCC

27294) (Tabla 8).
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El cultivo semilla de cada micobacteria se hizo crecer a 37 °C en caldo
Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson) enriquecido con 0.2% de glicerol (Sigma)
y 10% OADC- &cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (Becton Dickinson).
La suspension bacteriana en fase de crecimiento logaritmico se ajusté al tubo
No. 1 del nefelometro de McFarland con medio de cultivo 7H9 estéril. De esta
suspension se realiz6 una diluciébn 1:50 con el mismo medio para obtener
finalmente una concentracién de micobacterias de 6 x 10° unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL). De esta ultima dilucion se tomaron 100 pL y

se adicionaron a los pozos de prueba.

CMI (ug/mL)
Cepa Patrén de farmacorresistencia Tabla 8: Patrén de
M. tuberculosis farmacorresistencia de las
H37Rv (ATCC micobacterias utilizadas en el
27294) Sensible a INH, RIF, STR, EMB ensayo de actividad
) ) antimicobacteriana de licarina A
M. tuberculosis Monorresistentes?® y eupomatenoide 7.
INH-R(ATCC 35822) Resistente a INH
RIF-R (ATCC 33838) Resistente a RIF
STR-R (ATCC
35820) Resistente a STR
EMB-R (ATCC .
35837) Resistente a EMB
®Estreptomicina (STR), Isoniazida (INH),
Aislados clinicos de M. tuberculosis* ”.fam.pid”% EE'Z% etamburol(EMB) -y
T pirazinamida .
Resistentes a STR, INH, RIF, EMB, *El patrén de farmacoresistencia se
MTY663 PZA determino mediante el micrométodo
. colorimetrico de azul de alamar (MABA)
MTY675 ReS'Stente a STR, INH, EMB (Jimenez A.M.A. et al., datos en proceso
Resistente a STR, INH, RIF, EMB, de publicacién)
MTY99 PZA
MTY282 Resistente a STR, INH, EMB, PZA

VII.1.- Preparacion de las muestras a evaluar:
Los compuestos puros, libres de solventes organicos, se solubilizaron en
DMSO para posteriormente preparar soluciones stock de 4 mg/mL. Estas

soluciones se filtraron en condiciones estériles (filtro Acrodisc Syrenge filtres de
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0.2 ym) y a partir de ellas se realizaron las diluciones necesarias para tener
concentraciones finales desde 100 hasta 3.12 pyg/mL para determinar las
CMI's. Cada ensayo se realizo por triplicado bajo condiciones de estricta
esterilidad en campana de flujo laminar P3. Como control positivo se utilizd RIF
(0.062 pg/mL). La concentracion final de DMSO fue de 2.5% o menor (en todos
los ensayos, la concentracion de DMSO no fue toxica para las micobacterias)

(Molina-Salinas et al., 2006).

VIl.2.- Desarrollo del Micrométodo Colorimétrico de Azul de Alamar
(MABA):

Esta técnica se emplea para determinar la susceptibilidad o resistencia
de cepas de micobacterias a los agentes antifimicos (medicamentos
empleados contra la TB) de origen natural y /o sintético (Collins y Franzblau,
1997; Wachter et al., 1998; Jimenez et al., 2003; Mata et al., 2004). Es una
prueba rapida, sencilla, reproducible y de bajo costo, adecuada para determinar
la actividad de los extractos crudos, fracciones y compuestos puros, misma que
se utilizo en la primera parte de esta linea de investigacion (Jiménez et al.,
2003 y 2007).

El ensayo bioldgico se lleva a cabo en microplacas estériles de 96 pozos
con tapa y de fondo plano. A los pozos de la orilla se les adiciono 100 uL de
agua bidestilada, con la finalidad de mantener la humedad de la placa durante
el proceso de incubacion. Los 60 pozos restantes de la placa (10 hileras de 6
pozos cada una) sirvieron para evaluar seis concentraciones seriadas de los
compuestos (de 100 a 3.12 ug/mL) y los controles. En cada caso se incluyeron

tres controles (uno de microorganismo, uno de disolvente y un control positivo
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(RIF). En cada pozo se colocaron 100 pyL de medio Middlebrook 7H9, 100 uL
de la muestra a evaluar (compuesto), a partir de este pozo se realizan las
diluciones seriadas, por ultimo se agregan 100 pL de la suspension bacteriana
(6 x 10° UFC/mL). Una vez inoculadas las placas, se taparon, sellaron e
incubaron a 37 °C durante cinco dias, después de este tiempo se adicionaron
20 pL de tween 80 y 20 pL de alamar azul (indicador redox) al control sin
compuesto, prolongando la incubacion durante 24 h mas. Si el crecimiento de
la micobacteria es Optimo en este control, se observa un cambio de color, de
azul (estado oxidado) a rosa (estado reducido). Al observar este cambio de
coloracién, se procede a la adicion del alamar azul (20 uL) y del tween 80 (20
ML) al resto de los pozos, incluyendo el resto de los controles, nuevamente las
placas son reincubadas a 37 °C durante 24 horas. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, se determina la CMI en base al cambio de coloracion del
indicador redox. Se consideran compuestos activos aquellos cuya CMI sea <50

pg/mL.

VIIl.- Toxicidad subaguda.
VIII.1.- Licarina A via subcutanea:
VIIl.1.; - Toxicidad subaguda del aceite de olivo (vehiculo):

Con la finalidad de determinar un posible efecto tdéxico que pudiera
causar el vehiculo se procedié primero a determinar la toxicidad del aceite de
olivo. Para este estudio se emplearon ratones Balb/C con un peso de 20 £2 g.
Los animales fueron seleccionados en forma aleatoria para formar 3 grupos de
5 animales c/u; el grupo | fue asignado como blanco, el grupo Il como testigo
(agua) y el grupo Il fue tratado con aceite de olivo altamente refinado (marca

SIGMA).
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Los animales fueron pesados y marcados al inicio del experimento y
semanalmente. Cada grupo se colocé en cajas independientes y se
mantuvieron en el Bioterio del CMN Siglo XXI, a una temperatura de 27°C, un
ciclo de 12 hr de luz y oscuridad con acceso libre al alimento y agua. El manejo
de los animales de experimentacion fue apegado a los estatutos del Comité
Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) y a
la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) revisada en 2001.

El volumen de aceite de olivo administrado a cada raton en este estudio
fue de 50 pL (grupo 1lI), el grupo blanco no se les administro nada, en el caso
del grupo control sélo se le administro 10 mL/kg agua inyectable (Irrigadual). La
administracion se realizé via subcutanea (en el lomo del raton) durante 28 dias,
los animales fueron pesados cada 7 dias, durante todo el estudio. Al finalizar el
experimento, los animales se pesaron y se anestesiaron via intramuscular con
clorhidrato de ketamina (50 mg/kg de peso) y clorhidrato de xilazina (5 mg/kg)
administrado en una sola dosis. Una vez anestesiado el animal, se realiz6 un
corte en la parte abdominal para permitir la visualizacién de la arteria aorta, a
partir de la cual se extrajeron aproximadamente 2 mL de sangre para estudios
de biometria hemética (BH). Las muestras de sangre para BH se colocaron en
un tubo con heparina (Microvette 500 LH, Sarstedt). Una vez sacrificado el
animal, se le extrajeron los siguientes 6rganos: higado, rifiones, intestino,
estomago, bazo, piel y hueso. A excepcion del intestino, hueso y piel, los
demas 6rganos fueron pesados; posteriormente se mantuvieron en EtOH grado
histol6gico (J.T. Baker) y en el higado, riién y bazo se realizaron estudios

histopatoldgicos.

VIIl.1.,.- Toxicidad subaguda de la licarina A en aceite de olivo:
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En este estudio se utilizaron cuatro grupos de cinco ratones Balb/C
animales c/u seleccionados en forma aleatoria: grupo | (blanco), grupo I
(tratados con vehiculo), grupo Il (tratados con 5 veces la CMI de licarina A in
vitro -5 mg/kg-) y grupo IV (tratados con 10 veces la CMI de licarina A in vitro -
10 mg/kg-). La metodologia empleada fue similar a la descrita en el inciso
anterior. La dosis se administro en un volumen no mayor a 10 mL/kg de peso

del animal.

VIII.2.- Licarina A por via oral.
VIIl.2.1.- Toxicidad subaguda del vehiculo:

Como primer paso se procedié a determinar el efecto del vehiculo
(tween 20) por via oral, para ello se emplearon 3 grupos de 6 ratones cada uno:
grupo | (control de agua), grupo Il (vehiculo tween 20:H,O 17:83) y un grupo llI
(blanco). Los animales se pesaron, marcaron y se colocaron al azar por grupo
en cajas independientes, al grupo | y Il se les administr6 una dosis de 10
mL/kg de agua y vehiculo, respectivamente. La administracion se llevo a cabo
por via oral con una canula del No. 20 PS. La administracién se realiz6 por 5
dias consecutivos, seguidos de 2 dias sin administracion hasta completar 28
dias.

Los animales fueron pesados y marcados cada 7 dias, durante todo el
estudio. Al igual que en las evaluaciones anteriores, los animales en
experimentacion permanecieron en el Bioterio del CMN Siglo XXI, a una
temperatura de 27°C, un ciclo de 12 hr de luz y oscuridad con alimento y agua

libre.
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Al finalizar el estudio los animales se pesaron y se anestesiaron via
intramuscular con clorhidrato de ketamina y clorhidrato de xilazina empleando

la misma metodologia descrita en el inciso VIII.1.

VIII.2.,.- Toxicidad subaguda de licarina A en tween 20 como vehiculo:
Para determinar la toxicidad del la licarina A, se emplearon ratones
machos Balb/C de 20 + 2 g, los cuales se agruparon en 4 grupos de 6
animales c/u, grupo | (blanco), grupo Il (vehiculo, tween 20 : agua 17:83), grupo
[l (administracion de licarina A, concentracion de 5 veces la CMI in vitro) y
grupo IV (administracion del compuesto a una concentraciéon de 10 veces la
CMI in vitro). La dosis administrada por via oral fue de 10 mL/kg de peso y la

metodologia empleada fue similar a la descrita en el inciso VIII.1.

VIII.3.- Estudio histopatolégico:

Los organos extraidos de los animales fueron pesados y lavados en
solucion isotonica, posteriormente fueron sumergidos en etanol anhidro
(J.T.Baker) durante 48 hr para su fijacion. Transcurrido el tiempo, los tejidos
fueron retirados del etanol y colocados en un procesador de tejidos (Leica
TP1020 automatizado) para hacerlos pasar por xileno por una hora en dos
ocasiones y finalmente se incluyeron en parafina histolégica. Posteriormente,
los tejidos son colocados en cubos de parafina para obtener cortes de 5 um
realizados en un micr6tomo (Letz Wetzlar). Cada corte fue tefiido con la técnica
de hematoxilina-eosina. Los cortes de cada érgano (higado, rifion y bazo) se

analizaron en el microscopio (Axolab, Carl Zeiss acoplado a una camara Sony
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CCD-IRIS) con la intencién de buscar alteraciones histopatolégicas respecto al

grupo control.

Analisis Estadistico: El andlisis de los datos de BH, se realiz6 mediante el
programa Sigma stat 3.5 y se reportan como media = error estdndar de la
media (SEM) y la significancia estadistica se determiné por ANOVA. Los datos

de toxicidad aguda se analizaron por la prueba de ANOVA con una p<0.05.
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< RESULTADOS Y DISCUSION

l.-Fraccionamiento primario del extracto MeOH de A. taliscana:

Como resultado del fraccionamiento quimico del extracto MeOH de la

especie A. taliscana se obtuvieron 11 grupos de fracciones finales; los pesos y

rendimientos asi como los compuestos detectados en cada fraccion, se

muestran en

la tabla 9. Cabe mencionar que los compuestos fueron

identificados por comparacion de su Rf (factor de retencién) en ccf, con

muestras previamente aisladas (Le6n, 2005).

Rendimiento Compuestos
Fraccion | Peso (mg) (%) detectados
F1 6.7 0.067
Eg 2? 8823 Eupomatenoide 1
F4 2.7 0.027
LicarinaBy
F5 17.9 0.179 Eupomatenoide 7
Licarina Ay restos
6 377 0.377 de Eupomatenoide 7
F7 0.041 0.041 Licarina A
F8 27.5 0275 | —eeee-
F9 2705.9 27.059
F10 4593.7 45.937 Flavonas
F11 723.9 7.239

Tabla 9: Resultados del
fraccionamiento quimico
de A. taliscana.

De la fraccion F1 a la fraccion F4 se obtuvo el eupomatenoide 1 (3)

(Figura 7), cabe mencionar que este compuesto no fue aislado en el trabajo

previo (realizado por Lebdn, 2005). El compuesto se obtuvo como un polvo

blanco de pf de 84-86 °C, soluble en CHCI; y su identificacion quimica se

realiz6 mediante el andlisis de sus espectros de resonancia magnética nuclear
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de carbono 13 (RMN-'3C), resonancia magnética nuclear proténica (RMN-'H) y
espectrometria de masas por impacto electronico (EM-IE) (Anexo, espectros 5, 6y
7).

En el espectro de RMN-"H (Anexo, espectro 6) y RMN-'3C (Anexo, espectro 7)
se observan sefales para un grupo metilendioxi en & 6.00 y 101.23,
respectivamente; la sefal para el metilo ubicado en C-3 se observa en § 2.39
(Anexo, espectro 6) y & 18.44 (Anexo, espectro 7) y para el metilo ubicado en el C-8
6 1.90 (Anexo, espectro 6) y 6 9.51 (Anexo, espectro 7), el resto de las sefiales
coincide perfectamente con lo previamente publicado (Enriquez et al., 1984).

En el espectro de masas (Anexo, espectro 5) Se observa el ion molecular

a 322 que corresponde a la formula molecular CyoH;504.

En F5 se observo la mezcla de licarina B y eupomatenoide 7 (1,2) y en
las fracciones F6 y F7 se observo la presencia de licarina A (5), principalmente.

En las fracciones de mayor polaridad (F9-F11) se observo la presencia

de flavonas, las cuales no fueron objeto de estudio en este trabajo.

Il.-Fraccionamiento quimico secundario de A. grandiflora:

El objetivo de esta parte del trabajo fue enriquecer los compuestos de
interés (eupomatenoide 7 (2) y licarina B (1); por lo que dos fracciones
primarias (2 y 3) (Figura 4) provenientes de A. grandiflora fueron analizadas en
base a su perfil cromatografico por comparacion de los Rf's en ccf con
compuestos de referencia. Puesto que en las fracciones se detectdo la
presencia de los compuestos de interés, estas fueron sometidas a

fraccionamiento en CC-FN.
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Licarina B

_ Licarina B

Eupomatenoide 7

— > Eupomatenoide 7

Licarina A
O — > Licarina A

Figura 4: ccf comparativa de fracciones
primarias (2 y 3) de la especie A. grandiflora,
donde se observa la presencia de los
compuestos: eupomatenoide 7, licarina Ay B.

En la figura, se observa la presencia de licarina B en el punto 2 (fraccion proveniente de A.
grandiflora), y de eupomatenoide 7 y licarina A en el punto 3 (fraccion proveniente de A.
grandiflora) al comparar el Rf de cada una con los compuestos de referencia que
corresponden a los puntos B (eupomatenoide 7), C (licarina A) y F5 (licarina B).

Mediante este proceso se obtuvieron 7 grupos de fracciones primarias
(Tabla 10), en las fracciones Agl/F1 se detecto la presencia de ent-kaureno (6) y
en las fracciones Agl/F2 a Agl/F5 la mezcla de eupomatenoide 1 (3),
estigmastandieno (4) y licarina B (1) (Figura 7), y en las fracciones Agl/F6 y
Agl/F7 se observd la presencia de licarina B como compuesto mayoritario
pero presentaba impurezas; por lo que esta fraccion (Agl/F6), junto con cuatro
fracciones primarias provenientes de A. taliscana se sometieron a un siguiente

fraccionamiento secundario.
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La presencia del ent-kaureno se detectd al realizar un analisis de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) (Anexo,
Espectro 9) y por comparacion del espectro de masas con los reportados en la
biblioteca Nist Library.

La presencia del estigmastandieno en las fracciones Agl/F2 a Agl/F5 se
detect6 al realizar un analisis de CG-EM (Anexo, Espectro 10) a estas muestras,
en el espectro se observa la presencia del compuesto mayoritario con un TR de
19.64 min, en el espectro de masas de se observa un PM de 396. El
compuesto se obtuvo como un polvo blanco que al ser sometido a un analisis
por RMN-'H (Anexo, Espectro 10), se observan las sefiales tipicas para un esterol
y sus datos espectroscopicos se compararon como lo previamente reportado

en la literatura.

Peso Rendimiento Compuesto detectado T :

Fraccién (mg) (%) abla 1Q. ReSL_JItados
AgUFL | 74 0.2 Ent-kaureno del fraccionamiento
Agl/F2 277 0.8 secun_darlo de A.
Agl/F3 0.3 0.008 Eupomatenoide 1y grandiflora.

Agl/F4 75.7 2.16 estigmastandieno
Agl/F5 38 1.08
Agl/F6 2627.2 75.06 Licarina B
Agl/F7 525.1 15 Licarina B

lll.- Fraccionamiento quimico secundario de fracciones provenientes del
fraccionamiento primario de A. grandifloray A. taliscanay purificacion del
eupomatenoide 7 por HPLC:

Como resultado del fraccionamiento secundario se obtuvieron 32 grupos

de fracciones, en la tabla 11 se describen los compuestos detectados en cada

grupo de fracciones.
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Fraccion | Peso (mg) Rendimiento Compuesto
(%) detectado
AF1 4.2 0.052
AF2 5.2 0.065 ent-kaureno
AF3 5.1 0.064
AF4 2.1 0.026
eupomatenoide 1
AF5 15 0.019 y
estigmastandieno
AF6 2.3 0.028
AF7 1.2 0.015
R N - bt
AF9 1.7 0.021 '
AF10 6.5 0.08
AF11 9.2 0.115 eupomatenoide 1
y
AF12 151 0.188 estigmastandieno
Restos de
AF13 2.8 0.035 eupomatenoide 1
y
AF14 54 0.062 estigmastandieno
AF15 4.6 0.057
AF16 5.4 0.062
AF17 5.4 0.062 licarina B
AF18 14.7 0.183
AF19 2.7 0.033
AF20 58.5 0.731
licarinaBy
AF21 205.2 2.565 eupomatenoide 7
(minoritario)
AF22 54.8 0.685 licarina B
AF23 102.3 1.278
AF24 36.7 4,587 eupomatenoide 7
AF25 539.8 6.747 y restos de
AF26 172.2 2.152 licarina B
AF27 1760.9 22.01 licarina Ay
AF28 59.1 0.738 eupomatenoide 7
AF29 60.7 0.759 licarina A
AF30 179.4 2.242
AF31 127 1.59
AF32 4345.2 54.315

Tabla 11: Resultados
del fraccionamiento
guimico secundario de
A. grandiflora y
A. taliscana

En la fraccion AF25, se detectd la presencia del eupomatenoide 7 (2)

(Figura 7), uno de los compuestos de interés, en mayor proporcion. Por lo que

parte de esta fraccion (45 mg) fue sometida a un proceso de purificacion por

HPLC, empleando las condiciones descritas en la metodologia. Mediante este
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proceso se obtuvieron 26.7 mg (59.3% de rendimiento) de cristales de color
crema con tiempo de retencion de 16.7’ (Figura 5), los cuales presentaron un p.f.
de 109-110°C (reportados 105-106 Y 106-107°C, Enriquez et al., 1984; Ledn,
2005) y el andlisis de espectros de EM-IE y RMN-'H (Anexo, Espectro 1y 2,
respectivamente), NOS permitieron corroborar su estructura. En el espectro de
RMN-'H (Anexo, Espectro 2),se observan sefiales para dos metoxilos ubicados en
C-3'y C-7 (64.041y 3.986), sefiales para protones aromaticos H-4, H-6, H-2",
H-5y H-6" (entre & 6.825-7.260), protones de doble ligadura del grupo
propenilo H-a y H-p (5 6.51 y 6.23), sefiales para dos metilos, ubicados en C3 y
Cy (6 1.92 y 1. 55); en el EM-IE se observa el ion molecular en 324 (Espectro 1),
el cual concuerda con el peso molecular del compuesto (C2oH2004) y todos
estos datos concuerdan con los previamente reportados por Enriquez et al.,

1984 y Lebn, 2005.

Figura 5: Cromatograma del eupomatenoide 7 a 220 nm en HPLC.
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IV.-Purificacion del eupomatenoide 7 por cromatografia en columna:

En las fracciones AF24-AF26 (Tabla 11), se observo la presencia del
compuesto 2 (eupomatenoide 7, Figura 7), por lo que este grupo de fracciones
(948.8 mg) fue sometido a un fraccionamiento secundario (Tabla 12) donde se
obtuvieron 94.9 mg de eupomatenoide 7, presente en las fracciones FVIII-FX,
después de un proceso de recristalizacion. Otros compuestos detectados como
el estigmastandieno, eupomatenoide 1 y B-sitosterol se describen en la tabla

12.

Tabla 12: Resultados del fraccionamiento quimico de las fracciones AF24-AF26.

Rendimiento
Reuniones Clave Peso (mQ) (%) Compuestos
1-2 Fl 2.2 0.23
3-8 Fil 3.1 0.33 Grasas
9-22 Filll 1.7 0.18 Grasas
eupomatenoide 1,
23-38 FIv 2.8 0.30 estigmastandieno y
grasas
39-52 Fv 28 0.3 Restos dg eupomatgnoide
1y estigmastandieno
53-58 FVI 2.1 0.22 B-sitosterol
59-61 FVII 13.8 1.45 B-sitosterol
62-63 FVIII 66.9 7.05 restos de B-sitosterol y
eupomatenoide 7
64-68 FIX 337.0 35.52 eupomatenoide 7
69-70 FX 1914 20.17 eupomatenoide 7
71-77 FXI 265.8 2801 | -

V.- Resultados de la purificacion de licarina A:

A partir de la fraccion primaria AF27 (1760.9 mg) (Tabla 11) se obtuvo,
por particion por par de disolventes, 324.9 mg de licarina A (5) en forma
cristales color crema con p.f. 97-99°C [reportado 133-134 °C (Enriquez et al.,
1984) y 102-104°C (Achenbach et al., 1987)]. La determinacion de la

estructura se realizo por andlisis de sus espectros de RMN-'H (Anexo, Espectro 4)
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y EM-IE (Anexo, Espectro 3). Cabe mencionar que la fraccion fue sometida a
andlisis por HPLC y presento un pico con TR 10.1°, que corresponde a la
licarina A, empleando las condiciones analiticas descritas en la metodologia
(Figura 6) que fueron las mismas que se utilizaron en el andlisis en HPLC para el

eupomatenoide 7.

Figura 6: Cromatogarama de la licarina A a 220 nm en HPLC.
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metoxilos ubicados en C-3° y C-7 (6 3.87 y 3.89), sefiales para protones
arométicos H-4, H-6, H-2", H-5"y H-6" (entre & 6.7- 6.90), protones de doble
ligadura del grupo propenilo H-a y H-p (6 6.36 y 6.04), sefiales para dos
metilos, ubicados en C3y Cy (6 1.31 y 1.86); en el EM-IE (Espectro 3) se observa
el ion molecular en 326, el cual concuerda con el peso molecular del

compuesto (CyoH220,4), todos estos datos concuerdan con los reportados por

Enriquez et al., 1984 y Ledn, 2005.
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Cabe mencionar que estos compuestos han sido previamente
reportados en A. taliscana (Enriquez et al., 1984, Abe et al., 2002, Leon,

2005).

Figura 7: Estructuras quimicas de los compuestos.
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VI.-Actividad antimicobacteriana de los compuestos aislados:

Los resultados obtenidos por el método MABA mostraron que la licarina
A (5) (Figura 7) presentd mayor actividad antimicobacteriana que el
eupomatenoide 7, contra todos los microorganismos evaluados, mostrando una
CMI entre 3.12 y 6.25 pg/mL para las cepas monoresistentes de M.
tuberculosis H37Rv y para las micobacterias no tuberculosas y una CMI de
12.5 pg/mL (Tabla 14) contra los cuatro aislados clinicos MFR. Contra la cepa de
referencia (M. tuberculosis H37Rv), ambos compuestos mostraron actividad
moderada (CMI= 25 pyg/mL); por lo que es importante resaltar que evaluar los
compuestos contra la cepa de referencia en algunas ocasiones no es indicativo
de su potencial antimicobacteriano, ya que en este trabajo se encontré que la
licarina A resultd mas activa contra las micobacterias monorresistentes que
contra la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv. Es importante mencionar
gue encontrar compuestos activos contra cepas de micobacterias no
tuberculosas es de gran relevancia, debido a que en la actualidad algunos
casos son provocados por micobacterias atipicas. El tratamiento de estos
casos es dificil ya que no existen regimenes establecidos y no responden a los
tratamientos establecidos mediante el programa TAES. Por otro lado,
actualmente se requiere de compuestos que sean activos contra M.
tuberculosis resistente a INH y/o RIF, ya que la aparicion de cepas MFR va en
aumento, por lo que el tratamiento de estos casos es mas prolongado, de costo
elevado y con severos efecto secundarios, mismo que esta dando origen a la
aparicion de casos de TB-XFR, para lo cual hoy en dia no existe alternativa de

tratamiento (Raviglione, 2006; Dye, 2006).
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Tabla 13: Actividad antimicobacteriana in vitro de licarina A y eupomatenoide 7 contra
cepas de micobacterias no tuberculosas.

. CMI (ug/mL)
Especie ] ..
eupomatemoide 7 (2) licarina A (5)
M. fortuitum 50 6.25
M. non-chromogenicum 25 125

Tabla 14: Actividad antimicobacteriana in vitro de licarina A (5) y eupomatenoide 7 (2)

contra cepas resistentes y aislados clinicos de M. tuberculosis.

CMI (ug/mL)
Cepa Eupomatemoide 7 | Licarina A

Patron de farmacorresistencia (2) (5)
M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) 25 25
M. tuberculosis H37Rv
Monorresistentes
INH-R (ATCC 35822) INH 25 3.12
RIF-R (ATCC 33838) RIF 125 6.25
STR-R (ATCC 35820) STR 25 <3.12
EMB-R (ATCC 35837) EMB 25 6.25
Aislados clinicos de M.
tuberculosis*
MTY663 STR, INH, RIF, EMB, PZA 50 12,5
MTY675 STR, INH, EMB 50 12,5
MTY673 STR, INH, RIF, EMB, PZA 50 12,5
MTY282 NH STR, INH, EMB, PZA 50 12,5

*El patrén de farmacorresistencia se determino mediante el método MABA. (Jiménez, A.M.A. et al., datos en proceso
de publicacion)

Un trabajo previo describe que la licarina A y eupomatenoide 7 inhibieron
el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv, siendo sus CMI= 25 y 6.25 pg/mL al
ser evaluados por el método radiorespirométrico Bactec 460 (Ledn, 2005).
Estos compuestos fueron obtenidos por fraccionamiento quimico biodirigido del
extracto hexanico de A. taliscana y a ellos se les atribuye un efecto
antimicobacteriano observado en el extracto. El eupomatenoide 1 y el
estigmastandieno presentaron una CMI >100 pg/mL contra M. tuberculosis

H37Rv al ser evaluados en el método MABA. Es de importancia mencionar,
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gue este reporte fue uno de los pocos que exploré el efecto antituberculoso en
este tipo de compuestos, debido a que en general se cree que son compuestos
citotéxicos por excelencia (Tsai et al., 1998; Park et al., 2004; Saleem et al.,

1995).

VIl.- Toxicidad subaguda de licarina A.
VII.1.-Toxicidad subaguda de los vehiculos (tween 20 y aceite de olivo):
VII.1.; - Toxicidad subaguda del tween 20:

Con la finalidad de determinar si el vehiculo pudiera ocasionar un
posible efecto toxico y evitar resultados erroneos, al momento de evaluar el
compuesto de interés, se procedié a determinar la toxicidad subaguda del
vehiculo (tween 20) durante 28 dias, administrado por via IG a los animales en
experimentacion.

En el andlisis estadistico se observé que el vehiculo administrado por via
IG no alter6 el peso de los animales, ya que no se observa diferencia
significativa entre los diferentes grupos estudiados (blanco, testigo y tratado
con tween 20/agua 17:83) (Tabla 15 y Grafica 1). La variacion de peso que se
observa en el Ultimo punto se debe a que éste se registré después de un ayuno

de 12 hr, previo al sacrificio.

Tabla 15: Registro de los pesos de animales con tratamiento subagudo del vehiculo
(tween 20/agua 17:83).

Peso del animal (g) n=7

Grupo 0 dia 5° dia 10° dia 15° dia 20° dia 25° dia 28° dia*

Blanco 2155 + 0362213 + 035|2253 + 0342338 + 0322338 = 032|2465 = 046 | 244 =+ 047
Testigo |21.74 + 0182181 + 0232219 + 0282287 + 0342287 + 034|241 + 034 241 =% 032
Vehiculo | 22.07 + 0132247 + 0172274 + 0212353 + 0.23|2353 + 0.23[2441 + 0.28| 2397 + 0.37

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=7, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento

El grupo testigo fue administrado con agua.

El grupo vehiculo corresponde a los animales administrados con tween 20: agua 17:83.
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Grafica 1: Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda del vehiculo

(tween 20/agua 17:83).
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Al final del tratamiento, los animales fueron sacrificados y se obtuvieron

muestras de sangre y O6rganos para determinaciones de BH y analisis

histopatoldgicos.

El peso de los érganos de los animales tratados con tween 20/agua

17:83 no presento diferencia significativa (P<0.05) con respecto al grupo testigo

y blanco (Tabla 16 y Grafica 2).

Tabla 16: Pesos de los érganos de los animales tratados con vehiculo.
Peso de los érganos (g)

Organo Blanco Testigo Vehiculo

Higado 132 + 005 | 143 + 004 | 141 + 0.06
Pulmén 033 + 006 | 041 <+ 0.04 04 + 0.04
Rifion 019 + 001 | 020 = 0.00 | 019 + 0.01
Estémago 038 + 005 | 036 =+ 0.05 | 026 =+ 0.02
Bazo 010 + 0.0 013 + 002 010 +  0.00

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=7, P<0.05
El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento

El grupo testigo fue administrado con agua.

El grupo vehiculo corresponde a los animales administrados con tween 20: agua 17.83.
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Grafica 2: Peso de los 6rganos obtenidos de los diferentes grupos estudiados en la

toxicidad subaguda de tween 20/agua 17:83.
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El andlisis grafico y estadistico de los datos de biometria hemética (serie

blanca y serie roja) no mostro diferencia entre los diferentes grupos estudiados

(blanco, testigo y tratado con vehiculo), lo cudl indica que el vehiculo (tween

20) no altera ninguno de los valores sanguineos determinaos (Tabla 17 y Grafica

3).

Tabla 17: Valores de biometria hematica de los animales tratados con vehiculo.

Grupo

Parametro Blanco Testigo Vehiculo

Eri (x 10%uL) 86.87 * 1.02 8397 + 2.09 85.23 + 4.14
HB (gr/dL) 1420 + 0.22 1381 + 044 1406 + 057
Hto (%) 38.77 * 0.89 3936 + 1.62 3967 + 194
VCM (fL) 4497 + 0.44 4559 + 0.50 4653 + 0.49
CHCM (gr/dL) 3642 * 0.37 3579 = 0.19 35,50 + 0.46
Leu (x 10%uL) 3820 + 16.40 49.00 = 3.69 47,00 + 8.8
Seg (%) 18.17 + 1.60 13.00 += 201 16.29 + 3.30
Linf (%) 81.83 * 1.60 86.57 + 214 8143 + 225
Plag (x107/uL) 76.78 + 4.67 60.54 + 4.27 69.19 + 8.92

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=7, P<0.05
El blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento

El testigo fue administrado con agua.

El vehiculo corresponde a los animales administrados con tween 20: agua 17.83.
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Grafica 3: Valores hematol6gicos entre los grupos, blanco, testigo y vehiculo del
estudio de toxicidad subaguda de tween 20/agua 17:83.
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Parametro hematolégico

Respecto al analisis histopatolégico se observé que Unicamente el

higado del grupo administrado con el vehiculo presento acumulacién de grasa

(esteatosis) (Figura 8), esta observacién es comun cuando hay ingesta elevada

de grasas.

El bazo y el rindn no presentaron alteraciones significativas

respecto al grupo control (Figura 9y 10).

Figura 8: Corte histolégico del
higado del grupo tratado con vehiculo
(tween 20) presentando acumulacién
de grasa (esteatosis) tefiido con
hematoxilina-eosina
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Figura 9: Corte histoldgico del bazo
del grupo tratado con vehiculo (tween
20) teflido con hematoxilina-eosina.

Figura 10: Corte histolégico de rifién
del grupo tratado con vehiculo (tween
20) tefiido con hematoxilina-eosina.

VII.1., - Toxicidad subaguda del aceite de olivo:

En el andlisis estadistico y la representacion grafica (Tabla 18 y Gréfica 4)
de los pesos registrados durante el estudio de toxicidad subaguda del vehiculo
(aceite de olivo), demostré que no se observa diferencia significativa entre los
grupos tratados (P< 0.05).

Tabla 18: Peso de ratones durante el estudio de toxicidad subaguda del aceite de

olivo.
Peso del animal (g) n=5
Grupo 0 dia 5° dia 10° dia 15° dia 20° dia 25° dia 28° dia *
Blanco 2043 + 015|2039 * 0152298 =+ 026|235 =+ 042(2393 = 04 |2428 + 045|2281 =+ 0.56
Testigo 1978 + 0.75| 203 + 0095|2128 + 081(2202 + 0962236 + 077 |2274 * 082|21.64 =+ 0.82
Vehiculo | 203 + 028] 214 + 051 | 2322 + 046[2498 + 04 [2476 + 041 12612 + 04 |2484 + 0.52

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=5, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento

El grupo testigo fue administrado con agua.

El grupo vehiculo corresponde a los animales administrados con aceite de olivo.
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* Al dia 28 se observo una disminucion en el peso debido a que los animales se dejaron 12 hr en ayuno previo al
registro de peso y posterior sacrificio.

Gréfica 4: Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda del aceite de

olivo.
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Dias de administracion

Al finalizar el experimento de toxicidad subaguda del aceite de olivo por
via subcuténea, se procedio a la obtencion de érganos y muestras sanguineas
con la finalidad de determinar si el vehiculo induce alguna alteracion
hematoldgica y/o alteracion sobre el peso de los érganos. Al realizar el analisis
estadistico y la comparacion grafica de los valores de los pesos de los érganos
y los datos sanguineos, no se encontrd ninguna diferencia significativa entre los

diferentes grupos estudiados (Tablas 19 y 20; Graficas 5y 6).

Tabla 19: Pesos de 6rganos obtenidos de los ratones en el estudio de toxicidad
subaguda del aceite de olivo

Peso de los 6rganos (g)

Organo Blanco Testigo Vehiculo

Higado 158 + 0.11 138 + 0.10 162 =+ 0.02
Pulmén 0.43 + 0.05 0.28 + 0.05 0.38 * 0.04
Rifion 029 = 0.01 0.25 + 0.02 029 =+ 0.01
Estomago 0.20 + 0.00 0.18 + 0.02 0.22 =+ 0.02
Bazo 0.13 + 0.03 0.18 + 0.02 0.18 + 0.02

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=5, P<0.05.
El blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento, el testigo fue administrado con agua y el grupo
vehiculo corresponde a los animales administrados con aceite de olivo.
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Grafica 5: Peso de los 6rganos de ratones obtenidos en el estudio de toxicidad

subaguda de aceite de olivo.

1.8 4

1.6 Sl

14 1 %

1.2

0.8
0.6

Peso organo (g)

0.4
0.2

.ﬁﬁlﬁﬂlﬁﬁiﬁﬁ

Bl Elanco

m festigo(He0)

O Yeh (aceite de oliva)

Higado

Pulmén

Rifion

Organo

Estomago

Bazo

Tabla 20: Valores hematoldgicos del estudio de toxicidad subaguda de aceite de olivo.

Valores de biometria hematica

Parametro Blanco Testigo Vehiculo

Eri (x 10%/uL) 7713 = 207 8246 = 3.90 82.08 =+ 1.14
HB (gr/dL) 13.20 + 0.44 1344 + 053 1342 + 0.26
Hto (%) 4090 + 124 4328 + 213 4310 + 0.68
VCM (fL) 53.03 * 0.23 5244 + 0.14 5254 + 0.13
CHCM (gr/dL) 3223 * 037 3112 = 035 31.14 + 032
Leu (x 10%/uL) 1525 + 4.01 2120 = 3.97 1520 + 1.16
Seg (%) 16.00 * 3.56 21.60 + 412 2080 + 3.88
Linf (%0) 84.00 * 3.56 7820 + 4.10 79.20 + 3.88
Plag (x107/uL) 7350 + 147 64.68 + 16.3 80.36 + 10.40

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=5, P<0.05.

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento
El grupo testigo fue administrado con agua.
El grupo vehiculo corresponde a los animales administrados con aceite de olivo extravirgen.
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Grafica 6: Valores hematoldgicos del estudio de toxicidad subaguda de aceite de

olivo.
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Parametro hematolégico

El andlisis histopatoldgico de los 6rganos de este grupo no se realizo
debido a que sufrieron lisis; por lo que este experimento esta en proceso de

repeticion.

VIl.2.-Toxicidad subaguda de licarina A.
VIl.2.1.-Toxicidad subaguda de licarina A en tween 20:

Una vez determinado el efecto toxico de los vehiculos (tween 20 y aceite
de olivo), se procedio a determinar el efecto toxico de la licarina A solubilizado
en tween 20/agua 17:83, en este caso al igual que en los estudios anteriores se
registraron los pesos de animales cada semana y al finalizar el tratamiento se
procedié a tomar muestras de sangre y peso de 6rganos. Respecto al peso de
los animales se observa que el compuesto administrado no altera en forma

significativa este parametro (Tabla 21 y Gréfica 7).

-67 -



Resultados y discusion

Tabla 21: Pesos de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A
en tween 20/agua 17:83.

Peso del animal (g)

Grupo 0dia 5° dia 10° dia 15° dia 20° dia 25° dia 28° dia
Blanco 21.27 + 0.6 |23.27 + 0522407 + 0592452 + 054|2488 + 047|247 + 031 26.15 + 0.28
Testigo 2217 +# 0.2 2335 + 0.29(23.78 + 0432358 + 0.37| 23.6 * 0.68|2335 + 0.79 24.03 * 0.79
5mg/kg [20.46 + 0.74|21.54 + 1.07|21.48 + 1132226 + 3.83|2254 * 1172324 + 0.88 2432 + 0.97
10 mg/kg |20.48 + 0.19|22.68 + 0.3723.08 + 0.29|23.82 + 0.29|24.65 + 0.22|25.65 + 0.21 27.27 + 0.22

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=6, P<0.05.

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento

El grupo testigo fue administrado con tween 20:agua 17:83 Unicamente.

El grupo 5 mg/kg corresponde a la dosis de licarina A (5 veces la CMI).

El grupo 10 mg/kg corresponde a la dosis de licrina A(10 veces la CMI).

Gréfica 7: Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A

en tween 20/agua 17:83.
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Al finalizar el experimento de toxicidad, se registraron los pesos de

higado, rifion, bazo, pulmén y estomago. Los datos obtenidos se describen en

la tabla 22 y la grafica 8, el andlisis estadistico demostr6 que no existe

diferencia significativa entre grupos (P< 0.05).
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Tabla 22: Pesos de los 6rganos de los ratones en la toxicidad subaguda de licarina A
en tween 20/agua 17.83.
Peso de los organos (g)

Organo Blanco Vehiculo 5 mg/kg 10 mg/kg

Higado 153 + 0.12 140 = 0.09 144 + 0.08 162 = 0.02
Pulmén 047 % 0.03 0.38 + 0.03 056 + 0.07 054 + 0.04
Rifion 023 % 0.01 021 + 0.02 021 + 0.01 0.27 = 0.01
Estomago 022 =+ 0.02 023 =+ 0.02 024 *= 0.05 0.26 = 0.02
Bazo 015 * 0.02 012 + 0.02 0.14 + 0.02 020 + 0.03

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=6, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento
El grupo testigo fue administrado con tween 20:agua 17:3 Gnicamente.
El grupo 5 mg/kg corresponde a la dosis de licarina A ( 5 veces la CMI).
El grupo 10 mg/kg corresponde a la dosis de licrina A(10 veces la CMI).

Gréfica 8: Pesos de los 6rganos de los diferentes grupos estudiados en la toxicidad
subaguda de licarina A en tween 20/agua.
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En lo que respecta al andlisis de los datos hematologicos, se encontr
gue no existe diferencia significativa entre los grupos (P<0.05), (Tabla 23). Es
importante mencionar, que al utilizar tween 20 como vehiculo se observa que
la licarina A no se disuelve completamente a temperatura ambiente y requiere
de calentamiento y sonicacion, por lo que el vehiculo no es recomendable,
debido a los problemas de disolucién, por lo que se decidid emplear aceite de

olivo como alternativa.
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Tabla 23: Valores hematoldgicos de muestras tomadas en ratén en el estudio de
toxicidad subaguda de licarina A en tween 20/agua 17:83.

Valores de biometria hematica

Parametro Blanco Testigo 5 mg/kg 10 mg/kg

Eri (x 10°/uL) 8522 + 431 8443 + 333 85.78 + 231 8797 + 1.18
HB (gr/dL) 16.22 + 0.56 1460 + 0.53 1520 + 0.27 1557 + 024
Hto (%) 3963 + 288 4048 + 081 40.16 + 111 4092 + 0.59
VCM (fL) 4628 + 0.89 4595 + 0.52 46.82 + 047 4652 + 0.11
CHCM (gr/dL) 4140 + 140 37.72 + 050 3788 + 0.56 38.02 + 1.85
Leu (x 10%uL) 46.18 + 1.34 4050 + 1.04 56.20 + 133 66.17 + 17.1
Seg (%) 1217 + 125 1883 + 194 1980 + 531 18.67 + 2.45
Linf (%) 8733 + 141 80.83 + 1.82 79.60 + b5.64 81.00 + 2.35
Plag (x107/uL) 8522 + 288 81.05 + 453 1001 + 2.26 91.22 + 4.97

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=6, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento
El grupo testigo fue administrado con tween 20:agua 17.83 Gnicamente.
El grupo 5 mg/kg corresponde a la dosis de licarina A ( 5 veces la CMI).
El grupo 10 mg/kg corresponde a la dosis de licrina A(10 veces la CMI).

Gréfica 9: Comparacion de valores hematoldgicos en la toxicidad subaguda de
licarina A en tween 20/agua.

120 -
Bl Blanco
100 1 =
o= O Testigo ffween 2 Vagua) {
80 | O & moikg {I
O 70 mgtho
60
40
0 ; ‘ ‘ ‘ : : : :
Eri (x 105/uL)  HB (gr/dL) Hto (%9 VCM (fL) CHCM Leu (x 102/uL) Seg (%9 Linf (%9 Plaq
(gr/dL) (x107/uL)
Parametro hematolégico

En el andlisis histopatolégico del higado, bazo vy rifion (Figuras, 11,12 y 13)
de los animales tratados con licarina A/tween 20 se observé que el corte del
higado de los animales tratados presenta similitud respecto al tejido del grupo
control de vehiculo (presentan esteatosis), estos es debido al tween 20 y no a

la sustancia evaluada (Figura 11).
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Figura 11: Corte histolégico de higado de animales en toxicidad subaguda con licarina A
empleando como vehiculo tween 20/agua 17:83.

1) 2)

3) 4)

1) grupo blanco (sin tratamiento), 2) grupo testigo (vehiculo: tween 20/H,O 17:83), 3)
grupo tratado con licarina A ( dosis de 5 mg/kg), 4) grupo tratado con licarina A (dosis
de10 ma/ka).

Respecto al rifidn y bazo, estos no presentaron alteraciones al ser
comparadas con los cortes de bazo y rifién de los grupos control de vehiculo y

blanco. (Figuras 12y 13).
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Figura 12: Corte histolégico de bazo de animales en toxicidad subaguda con licarina A
empleando como vehiculo tween 20/agua 17.83.

1) 2)

3) 2)

1) grupo blanco (sin tratamiento), 2) grupo control (vehiculo: tween 20: H,O 17:83), 3)
grupo tratado con licarina A (dosis de 5 mg/kg), 4) grupo tratado con licarina A (dosis del10

mg/kg).

Figura 13: Corte histoldgico de rifion de animales en toxicidad subaguda con licarina A
empleando como vehiculo tween 20/agua 17:83.

1) 2)

3) 2

1) grupo blanco (sin tratamiento), 2) grupo control (vehiculo: tween 20: H,O 17:83), 3)
grupo tratado con licarina A ( dosis de 5 mg/kg), 4) grupo tratado con licarina A (dosis
de10 mg/kg).
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VII.2.,.-Toxicidad subaguda de licarina A en aceite de olivo:

Con la finalidad de determinar el posible efecto toxico de la licarina A, se
procedio a realizar el estudio de toxicidad subaguda empleando como vehiculo
aceite de olivo extravirgen (Sigma).

Durante el estudio de toxicidad se registro el peso de los ratones cada
semana, con la finalidad de detectar si la administracion del compuesto
provocaba alguna variacion entre los pesos de ratones de los diferentes grupos
estudiados. Sin embargo, al realizar el analisis grafico y estadistico no se

encontro diferencia significativa entre los grupos evaluados (Tabla24 y Gréfica 10)

Tabla 24: Pesos de ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en
aceite de olivo:

Peso del animal (g)

Grupo 0 dia 5° dia 10° dia 15° dia 20° dia 25° dia 28° dia

Blanco 2056 + 0382238 + 0122108 + 0192376 = 0.15|2438 + 023|2588 + 025|26.88 + 0.29
Testigo 2062 + 035]2276 + 0572224 + 0.61|2496 + 0.66|2605 = 066|2858 * 055|3015 * 0.6
5 mg/kg 2082 + 025(2182 + 0712338 + 0.7 |2374 = 059| 251 + 0392768 * 043|29.03 + 0.55
10mg/kg | 20.82 + 0.23] 22.08 + 044] 2326 + 051]23.72 + 041]| 2485 + 0.63|27.78 + 0.81| 2948 + 0.84

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=5, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento
El grupo testigo fue administrado con aceite de olivo.

El grupo 5 mg/kg corresponde a la dosis de licarina A (5 veces la CMI).
El grupo 10 mg/kg corresponde a la dosis de licrina A(10 veces la CMI

Gréfica 10: Peso de los ratones durante el estudio de toxicidad subaguda de licarina A
en aceite de olivo.
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Una vez concluidos los 28 dias de administracion por via subcutanea de
la licarina A empleando como vehiculo aceite de olivo, se registraron los pesos
de los 6rganos de cada animal (Tabla 25 y Gréafica 11) y se tomaron muestras
sanguineas para determinar los valores hematoldgicos (Tabla 26 y Gréafica 12). El
analisis de los datos de la BH, indicaron que no hubo diferencia significativa

entre los grupos evaluados.

Tabla 25: Pesos de los drganos en el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en
aceite de olivo.

Peso de los 6rganos (g)

Organo Blanco Vehiculo 5 mg/kg 10 mg/kg
Higado 245 + 006|228 + 006|205 + 019 | 21 + 0.15
Pulmoén 060 + 004|055 + 003| 05 + 004|053 = 0.08
Rifién 038 + 001| 03 + 0.02|029 + 001|028 + 0.01
Estomago 035 + 003|023 + 003|023 + 003|023 = 0.05
Bazo 023 + 003|020 + 0.04[015 + 003| 02 + 0.00

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=5, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento
El grupo testigo fue administrado con aceite de olivo.

El grupo 5 mg/kg corresponde a la dosis de licarina A (5 veces la CMI).
El grupo 10 mg/kg corresponde a la dosis de licrina A(10 veces la CMI

Gréfica 11: Pesos de los drganos en el estudio de toxicidad subaguda de licarina A en
aceite de olivo.
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Tabla 26: Datos hematol6gicos del estudio de toxicidad subaguda de licarina A en

aceite de olivo.

Valores de biometria hematica

Parametros Blanco Veh 5mg/kg 10 mg/kg

Eri (x 10°%/uL) 91.13 + 1.66 88.33 = 4.73 781 £ 6.93 90.20 + 4.60
HB (gr/dL) 1420 £ 0.27 1330 £+ 0.52 1343 £ 0.89 1430 + 0.70
Hto (%) 4185 + 0.76 4118 + 231 402 + 3.14 4393 + 2.68
VCM (fL) 4595 + 0.32 46.63 + 0.23 5183 + 253 4860 + 0.64
CHCM (gr/dL) 3395 + 0.1 3238 + 084 3353 =+ 0.60 32.60 + 0.46
Leu (x 10%uL) 99.00 + 11.2 75.75 + 3.50 7025 + 201 75.75 + 245
Seg (%0) 1150 + 2.10 1475 + 1.65 16.75 + 411 12.00 + 1.16
Linf (%6) 88,50 + 210 8450 + 132 83.25 + 411 8800 + 1.16
Plaq (x10"/uL) 3335 + 0.75 2850 + 455 50.78 + 125 46.33 + 5.43

Los valores estan expresados como la media + E.S.M., n=5, P<0.05

El grupo blanco corresponde al grupo que no recibié ningun tratamiento

El grupo testigo fue administrado con aceite de olivo.

El grupo 5 mg/kg corresponde a la dosis de licarina A ( 5 veces la CMI).
El grupo 10 mg/kg corresponde a la dosis de licrina A(10 veces la CMI

Gréfica 12: Representacion de los valores hematol6gicos del estudio de toxicidad
subaguda de licarina A en aceite de olivo.
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Parametros hematolégicos

Respecto a la histopatologia de este estudio, cabe mencionar que los

organos de los animales de este experimento se lisaron por lo que no fue

posible realizar el analisis histopatologico de los mismos. A manera de ejemplo

se muestran los cortes de higado, rifion y bazo de los animales tratados con
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licarina A/aceite de olivo, a una dosis de 10 mg/kg (Figura 14). En donde se
observa que el higado y el rifion estan lisados. Sin embargo, el bazo no mostro
lisis y se observa que no presenta alteraciones significativas al compararlo con
un corte de bazo de animal sin tratamiento. Cabe mencionar que actualmente
esta en curso la repeticion de este experimento para obtener los érganos

adecuadamente y poder realizar la histopatologia de los mismos.

Figura 14: Cortes histologicos de 6rganos de animales en toxicidad subaguda con licarina A
(dosis de 10 mg/kg) empleando como vehiculo aceite de olivo.

1) Bazo 2) Bazo de animal sin tratamiento.

3) Rifion 4) Higado
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% CONCLUSIONES

Las especies A. taliscana y A. grandiflora constituyen una fuente

importante de compuestos con actividad antimicobacteriana.

Mediante fraccionamiento quimico en cromatografia en columna de fase
normal de fracciones primarias y secundarias de A. taliscana y A.
grandiflora se logré la obtencién de 324.9 mg de licarina A 'y 121.6 mg

de eupomatenoide 7.

El analisis de los espectros de RMN-'H y EM-IE permiti6 la identificacién

guimica de los compuestos.

Se establecieron las condiciones analiticas de HPLC para la

identificacion y analisis de licarina A y eupomatenoide 7.

La evaluacién antimicobacteriana in vitro demostré que la licarina A tiene
menor CMI que el eupomatenoide 7 al ser evaluado contra las cepas
monoresistentes y aislados clinicos MFR de M. tuberculosis y también
contra micobacterias no tuberculosas (M. fortuitum y M. non-

chromogenicum).
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= Con la evaluacion de la toxicidad subaguda de la licarina A usando como
vehiculo tween 20/agua 17:83 y aceite de olivo extravirgen se determiné
que este compuesto no induce alteracion significativa en los parametros
de biometria hematica. Sin embargo el uso de tween 20 como vehiculo
para la licarina A no es recomendable debido a los problemas de

disolucién que presenta.

Perpectivas:

= Dado el efecto antimicobacteriano in vitro de la licarina A y el escaso

efecto toxico in vivo observado para el compuesto se puede considerar

como candidato para estudios antituberculosos in vivo.

» Realizar estudios de toxicidad subcronica, mutagenicidad y

genotoxicidad de la licarina A.

= Proponer la sintesis organica de la molécula
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Espectro 8: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del
compuesto ent-kaureno.



n Species : Normal Ion TIC Range : m/z 33 to 800
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lo. RT[min] Area Area% Height Height% Width[sec] INTEG
1 10.94 136.07 3.61 24 .77 5.21 5.16. BB
2 16.31 286.83 7.61 48.66 10.23 - 5.53 BV
3 17.25 3345.46 88.78 402.14 84.56 7.81 VB
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Espectro 9: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del
ent-kaureno y el respectivo espectro de masas de la biblioteca Nist library.
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Ion Species : Normal Ion TIC Range : m/z 33 to 800
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No. RT[min] Area Area% Height Height% Width[sec] INTEG

1 13.23 3460.87 2.10 1207.03 3.70 2.69 BB

2 13.78 4130.02 2.50 1688.38 5.17 2.30 BB

3 18.84 4032.14 2.44 930.48 2.85 4.07 BB

4 19.09 10223.91 6.19 2363.76 7.24 4.06 ‘BB

5 19.25 6678.46 4.05 2199.71 6.74 2.85 BB

6 19.42 13537.13 8.20 3254.84 9.98 3.91 BV

7 19.64 77838.32 47.15 13672.50 41.90 5.35 VB”

8 20.36 6788.75 4.11 1308.93 4.01 4.87 BB

9 23.01 3498.29 2.12 765.67 2.35 4.29 BB

10 23.23 5471.38 3.31 1153.49 3.54 4.45 BB

11 23.42 7104 .56 4.30 1312.79 4.02 5.08 BB

12 23.62 14290.21 8.66 1707.13 5.23 7.86 BB

13 27.90 8026.55 4.86 1063.05 3.26 7.09 BB
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Espectro 10: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del
estigmastandieno.
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Espectro 11: Resonancia magnética nuclear protdnica del estigmastandieno.
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