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ANTECEDENTES.

Antecedentes botanicos y etnobotanicos de Rosmarinus officinalis.

Rosmarinus officinalis es una planta de la familia Lamiaceae, que tiene su origen
en la region de la cuenca del mediterraneo, en climas calidos, semicélidos,
semiseco y templado, capaz de crecer en suelos arcillosos y semiaridos desde los
899 a los 3900 msnm y no es muy exigente para su desarrollo. En México se
encuentra ampliamente distribuida dentro de todo el territorio nacional, pero
principalmente en la zona central del pais. Es un arbusto de 1 a 1.5 metros de
altura, perenne, es ramificado y tiene el tallo cuadrado. Las hojas son opuestas y
sin soporte (sésiles), angostas como agujas, color verde en el anverso y

blanquecinas en el reverso (Guzman, 2011; Villegas, 2011).

El romero es empleado tradicionalmente como una especia para condimentar
alimentos. Sin embargo, también ha sido utilizado en la medicina tradicional desde
la antigledad para el tratamiento de malestares del aparato digestivo como dolor
de estdmago, diarrea, gastritis y colitis. En Oaxaca, se emplea para tratar casos
en los que la placenta es retenida después del parto, asi como para realizar
lavados después de éste para evitar infecciones. También, se emplea para los
célicos menstruales. En la region central del pais (Hidalgo, Michoacan, Morelos,
Puebla), de igual manera se emplea para tratar infecciones vaginales, asi como de
padecimientos respiratorios como catarros, tos, bronquitis y tos ferina. Otros usos
medicinales que se le dan a esta planta son: en casos de varices, hemorroides,
problemas cardiacos, agotamiento, calentura, cicatrizacion de heridas, mareos,
jagueca, caida de mollera, ataques epilépticos, enfriamiento de ojos, cdlicos y
contra parasitos intestinales. Las partes mayormente empleadas son las ramas
(Gazman, 2011; Villegas, 2011).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Antecedentes de investigaciones quimicas vy biolégicas.

En la literatura se describe que la familia Lamiaceae estd compuesta por especies
gue biosintetizan una gran variedad de compuestos fendlicos, los cuales
representan una fuente importante de antioxidantes naturales, compuestos que
estan involucrados en el control de especies reactivas de oxigeno. En especial R.
officinalis biosintetiza muchas de estas sustancias, principalmente, acido caféicoy
derivados de éste, como el acido rosmarinico, ademas de diterpenos como &cido
carnésico, carnosol que son los principales compuestos involucrados con su
actividad antioxidante y antimicrobiana (Moreno et al., 2006); también se ha
demostrado actividad sobre diversas lineas celulares para este tipo de
compuestos (Yesil-Celiktas et al., 2010).

Se han realizado numerosos investigaciones sobre la composicion quimica de
diversos extractos de R. officinalis, tales como extractos obtenidos mediante el uso
de fluido supercritico con metanol (MeOH) y mezclas hidroalcéholicas, asi como,
del aceite esencial de esta planta. Del aceite esencial de las ramas, se han
identificado varios compuestos siendo mayoritarios: a-pineno; 1, 8-cineol, alcanfor,
borneol; a-tirpeneol, limoneno, acetato de bornilo, verbenona entre otros (Jiang et
al., 2011; Leal et al., 2003; Martinez-Veladzquez et al., 2011; Pintore et al., 2009;
Zaouali et al., 2010). De los extractos polares de las partes aéreas se han aislado
triterpenos como el acido betulinico, acido micromérico, acido oleandlico y acido
ursolico (Abe et al., 2002; Altinier et al., 2007; Bernardes et al., 2010; Guzman,
2011; Ibarra et al., 2010; Martinez et al., 2012; Mulinacci et al., 2011) y diversos
compuestos fendlicos de los cuales una buena parte son flavonoides: 6”-O-(E)-
feruloilhomoplantaginina, 6”-O-(E)-feruloilnepitrina, 6”-O-(E)-p-coumaroilnepitrina,;
6-metoxiluteonina 7-O-B-D-glucopiranésido, lutionina-3’-O-B-D-glucorénido, lutioni
na-3’-0-(3"-0-acetil)-B-D-glucorénido, lutionina-3’-O-(4"-0-acetil)-B-D-glucoroénido,
hesperidina, hispidulina, campferol, luteolina, genkwanina y ladaneina, y otros
compuestos fendlicos como carnosol, acido carndsico, acido rosmarinico, 1-O-

feruloil-B-D-glucopiranosa detectados en extractos obtenidos con etanol (EtOH) al
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96%, MeOH y acetona (Bai et al., 2010; Moreno et al., 2006; Mulinacci et al.,
2011; Okamura et al., 1994, Yesil-Celiktas et al., 2007). Ademas, se ha
detectado la presencia de a y B-amirina, apigenina, diosmetina, &cido caféico,
acido clorogénico, rosmadial, rosmanol, genkwanina, homoplantaginina,

escutellareina y cirsimaritina (Borras-Linares et al., 2011; Villegas, 2011).

La especie R. officinalis ha sido objeto de diversas investigaciones bioldgicas,
destacando entre ellas la actividad antimicrobiana tanto de extractos polares
(MeOH) como del aceite esencial (Bernardes et al., 2010; Bozin et al., 2007;
Centeno et al., 2010; Genena et al., 2008; Ho6fling et al., 2010; Jiang et al.,
2011; Moreno et al., 2006; Oluwatuyi et al., 2004; Pintore et al., 2009; Toroglu,
2011; Weerakkody et al., 2011a, 2011b; Yesil-Celiktas et al., 2005; Zaouali et
al., 2010). La actividad antimicrobiana que presentan los extractos de R. officinalis
ha propiciado que cobre relevancia en la actualidad debido a que es necesario
conocer nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones causadas por
microorganismos, sobre todo para aquellos que han desarrollado resistencia a
diversos antibiéticos. Oluwatuyi y colaboradores (2004) evaluaron la actividad
antibacteriana del extracto cloroférmico (CHCIl3) de R. officinalis, en el cual los
acido carnésico, acido rosmarinico y carnosol fueron los compuestos responsables
de la actividad antibacteriana mostrada por el extracto, cuya concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) fue en el rango de 16 a 64 ug/mL contra Staphylococcus aureus
(RN4220) y S. aureus (XU212). Estos compuestos también resultaron activos
contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis (CMI = 60
pg/mL), Staphylococcus aureus (CMI = 2 ug/mL) y Candida albicans (CMI = 4
pg/mL) (Moreno et al., 2006; Oluwatuyi et al., 2004). Asimismo, se ha evaluado
el efecto sinergista y/o antagonista que presenta el aceite esencial de romero en
presencia de tres antibidticos (gentamicina, cefalotina y ceftriaxona) contra 13
especies de bacterias (Toroglu, 2011), el estudio revela que con 2 pl del aceite
esencial se inhibe el crecimiento de todas las bacterias ensayadas y presenta un
efecto antagonista cuando se combina con gentamicina; ademas, observaron un

efecto sinérgico contra S. aureus cuando se combina cefalotina y el aceite
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esencial; también presenta un efecto aditivo cuando se combina aceite esencial de
romero con ceftriaxona. En este estudio evaluaron el efecto del aceite esencial
contra Mycobacterium smegmatis (bacteria de rapido crecimiento), en este caso, 2
pl del aceite inhibe el crecimiento de las micobacterias presentando un halo de
inhibicion de 8 mm. Otro trabajo describe el efecto antimicobacteriano del extracto
EtOH de las partes aéreas de R. officinalis, el cual presenté una CMI = 128 pg/mL
contra M. tuberculosis H37Rv, al ser evaluado por el ensayo MABA (Leal et al.,
2003).

El extracto MeOH de R. officinalis inhibié el crecimiento de epimastigotes de
Trypanosoma cruzy (CMioo = 1000 pg/mL), del extracto activo aislaron la mezcla
de acido ursdlico (AU), y acido oleandlico (AO), los cuales mostraron actividad
contra estos epimastigotes, con una CMig = 40 y 250 pg/mL, respectivamente
(Abe et al., 2002).

Otra actividad biol6gica que se ha explorado en R. officinalis es el efecto
antiinflamatorio, en este caso se han evaluado extractos de diversas polaridades y
el aceite esencial. Por ejemplo, el extracto EtOH presenta buena actividad
antiinflamatoria en modelo de edema plantar inducido con formaldehido y modelo
de edema en oreja de raton (Borras-Linares et al., 2011; Cheung y Tai, 2007,
Genena et al., 2008; Leal, et al., 2003; Mengoni et al., 2011), alguno de estos
autores atribuyen al carnosol, isocarnosol y acido carnésico como los compuestos
responsables de esta actividad. Por otro lado, estudios in vitro e in vivo han
demostrado una potente actividad antiinflamatoria de los extractos de R. officinalis,
atribuida a compuestos fendlicos y triterpenos (Altinier et al., 2007; Sinkovic et
al., 2011). Del extracto CHCI3 se aislaron &cido ursolico, acido oleandlico y acido
micromérico, los cuales fueron los responsables del efecto antiinflamatorio
observado en el extracto, cuyo efecto fue similar a la indometacina en modelo de
edema en oreja de raton inducido con aceite de croton. Otros autores describen
que la actividad antiinflamatoria de los extractos alcohdlicos de R. officinalis, se
debe a la presencia de acido carndsico y carnosol, los cuales son los diterpenos
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mas abundantes en la planta (Mengoni et al., 2011). Estos autores encontraron
qgue estos compuestos reducen la expresion de interleucina 1beta (IL-1p), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), e inhibe la ciclooxigenasa 2 (COX-2) pero no a la
ciclooxigenasa 1(COX-1) al inducir el proceso inflamatorio con acetato de 4[3-
forbol-12-miristato (PMA) en la oreja de raton y en la linea celular de macréfagos
de ratén (RAW 264.7)

Otras actividades bioldgicas que se describen son: hepatoprotectora al inducir
dafo con tetracloruro de carbono (CCls) y un efecto gastroprotector debido al
acido carndésico. Este efecto es comparable al que mostré el ferruginol, el cual es
un diterpeno que presenta un fuerte efecto protector a nivel gastrointestinal
(Altinier et al., 2007; Theoduloz et al., 2011), antiulcerogénica, diurética (Borras-
Linares et al., 2011), antiparasitaria (Abe et al., 2002), neuroprotectora en caso
de enfermedades neurodegenerativas provocadas por estrés oxidativo y apoptosis
(Park et al., 2010), antifungica contra Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus,
siendo Util para el control de estas plagas en alimentos (Centeno et al., 2010),
antiproliferativa e inhibidores de la angiogénesis (antiangiogénica) in vitro e in vivo
donde el carnosol y acido carndsico inhiben el crecimiento de células endoteliales
y tumorales, por lo que recomiendan el uso de estos dos compuestos en la
prevencion y tratamiento del cancer (Cheung y Tai, 2007; Lépez-Jiménez et al.,
2011; Ngo et al., 2011; Yesil-Celiktas et al., 2010) y antioxidante (Genena et al.,
2008; Sinkovic et al., 2011). Para los triterpenos aislados de R. officinalis, se ha
descrito actividad analgésica, el efecto que presentaron los triterpenos es similar al
ketorolaco, farmaco empleado como referencia (Martinez et al., 2012).

Otro trabajo hecho con la especie es el de Ventura-Martinez y colaboradores
(2011), quienes reportaron la actividad espasmolitica del extracto EtOH
significativa sobre ileon de cobayo; este efecto es dependiente de la
concentracion, al inducir la contraccibn con cloruro de potasio y acetilcolina
(AcCh), obteniendo una concentracion inhibitoria 50 (ICsp), de 661.06 + 155.91
pg/mL y 464.05 + 16.85 pg/mL, respectivamente.
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Recientemente, la union europea recomendé el uso de extractos y compuestos
puros extraidos de romero como antioxidante en alimentos, para erradicar el uso
de antioxidantes sintéticos que generan dafios a largo plazo. Cabe mencionar que
este tipo de compuestos juegan un papel importante en la prevencion de una
variedad de enfermedades cronico-degenerativas ocasionadas por la presencia de
radicales libres y al estrés oxidativo, el cual es resultado del desbalance entre la
produccion celular de especies reactivas de oxigeno (ROS), y los mecanismos
antioxidantes encargados de la remocién de dichos compuestos (Genena et al.,
2008; Lopez-Jiménez et al., 2011; Moreno et al., 2006; Mulinacci et al., 2011,
Posadas et al., 2009). Genena et al., en el 2008, realiz6 una serie de
extracciones con fluido supercritico (CO,) del romero, modificando las condiciones
de temperatura y presion y evalud la actividad antioxidante mediante el método de
captacion de radicales, obteniendo como resultado que en las condiciones de 200
bar/40 °C y 300 bar/40 °C del fluido supercritico, se obtiene la mejor actividad
antioxidante (ICsp = 12.85 pg/mL).

Los principales compuestos involucrados en la actividad antioxidante de R.
officinalis son el acido carnésico, carnosol y acido caféico, estos son los mas
abundantes y estan presentes en extractos polares (hidroalcohdlicos y acuosos).
En este caso, el rosmanol resulté mas potente que a-tocoferol (Vitamina E) y BHT.
En otro estudio, se evalué la capacidad antioxidante del extracto etandlico 70% del
romero, realizando diluciones 1/10 y 1/5 con agua, estos extractos fueron
equivalentes a disoluciones 8.1 y 12.6 pM de Trolox, respectivamente. Los
extractos obtenidos de R. officinalis presentan mayor efecto antioxidante que los
extractos obtenidos de jengibre (Zingiber officinale) y circuma (Curcuma longa).
(Cheung et al., 2007; Leal et al., 2003; Moreno et al., 2006 ; Posadas et al.,
2009). Posadas et al., (2009) realizé un estudio sobre la proteccion que aportan
los extractos de R. officinalis frente a radicales libres, empleando ratas Winstar
macho con una edad de 20-21 meses. Lo extractos fueron obtenidos mediante
extraccion con fluido supercritico y las concentraciones empleadas para cada

estudio fueron 0.2 y 0.02 % del extracto con 20 % de &acido carndsico cada una de
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éstas. Los resultados obtenidos demuestran que los extractos brindan proteccién
sobre la peroxidacion lipidica en corteza cerebral e hipocampo. En el corazén
disminuye la actividad de la catalasa en los animales tratados con los extractos en
comparaciéon a los controles, y también disminuye la actividad de la éxido nitrico
sintasa (NOS), y como consecuencia disminuyendo la produccion de 6xido nitrico
(NO).

En un estudio realizado por Park y su equipo de trabajo (2010), reportan la
evaluacion del extracto MeOH al 70% de romero para conocer su accion en la
proteccidn de células neuronales; como resultado del estudio se observé que el
extracto suprime la alta regulaciéon de Bax, Bak, Caspasa-3 y Caspasa-9; y
disminuyd la regulacion de Bcl-2; ademas que presentd efecto sobre la regulacion
de los genes de la tirosin hidroxilasa (TH), y aminoacido aromatico decarboxilasa
(AADC) en lineas celulares SH-SY5Y, mejorando la regulacién sobre dichos
genes. Lo que indica que dicho extracto es capaz de proteger a las células
neuronales de lesiones inducidas por la oxidacién (en el estudio el dafio se indujo
con H>0Oy), y concluyeron que el uso del extracto de R. officinalis puede ser una
opcion para prevenir el dafio neurodegenerativo causado por el estrés oxidativo y

apoptosis.

La tuberculosis como problema de salud.

En la actualidad la tuberculosis (Tb) es una enfermedad que ha cobrado gran
importancia debido a que aproximadamente una tercera parte de la poblaciéon
mundial estd infectada con M. tuberculosis y con riesgo de desarrollar la
enfermedad, aproximadamente 10 millones de nuevos casos son reportados cada
afio y mueren al afio aproximadamente 2 millones. Lo que representa una
verdadera emergencia y lo que ha centrado la mira en esta enfermedad
actualmente, es el incremento en la incidencia de casos multifarmacoresistentes
(MFR) y extremadamente farmacoresistentes (XFR), siendo los periodos de
tratamiento para los casos MFR hasta de 30 meses y para los casos XFR no
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existe alternativa de tratamiento y para los casos sensibles el periodo de
tratamiento es de 8 meses. Los farmacos de primera y segunda linea empleados
para tratar la Tb provocan diversos y severos efectos colaterales, algunos causan
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad. Los casos MFR son resistentes a rifampicina e
isoniazida, dos de los farmacos basicos en el tratamiento de la Tb y el porcentaje
de curacion es de entre el 50 y 70%, lo que da origen a la aparicion de los casos
XFR. Los casos XFR son resistentes tanto a los medicamentos de primera
(rifampicina e isoniazida) y segunda linea (fluoroquinolonas y a farmacos
inyectables —amikacina, kamanicina y capreomicina), y no existe tratamiento
especifico para estos casos. Estimaciones recientes describen que el 5.4% de
casos MFR son XFR (Adhvaryu y Vakharia, 2011; Koul et al., 2011). Por otro
lado, existen diversos factores de riesgo para desarrollar la Tb como el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), diabetes mellitus (DM), artritis reumatoide,
cancer, drogadiccién, desnutricion, tratamiento con inmunosupresores, entre otros
(Garcia et al., 2012; Swindells, 2012; Zazueta-Beltran et al., 2011). Debido a
esto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), y la Unién Internacional Contra
la Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares (UICTEP) lanzaron el Proyecto
Global Antituberculosis y vigilancia de farmacorresistencia en 1994. En México, se
han identificado casos de cepas MFR, a pesar de los esfuerzos del Programa
Nacional para la prevencién y control de la Tb (PNT), basados en la aplicacion del
programa tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES). Se ha
reportado en una encuesta nacional una alta proporcion de Th MFR, que abarca
principalmente tres estados de Meéxico: Baja California, Oaxaca y Sinaloa
(Zazueta-Beltran et al., 2011). La diabetes es uno de los principales factores de
riesgo para desarrollar Tb pulmonar. Estudios recientes demuestran que las
personas que padecen diabetes tienen 3.1 veces mas probabilidad de desarrollar
esta enfermedad (Pérez-Guzman et al., 2011) y, debido a que en la actualidad,
México se encuentra a la cabeza de los paises que presentan elevados casos de
diabetes en la poblacion es de suma importancia el desarrollo de nuevas
alternativas para el tratamiento de la Th.
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Las plantas medicinales como fuente de compuestos antimicobacterianos.

En la literatura cientifica se describen numerosos trabajos que describe la
actividad antimicobacteriana de extractos y compuestos puros obtenidos de
plantas medicinales, muchos de los cuales muestras importante actividad
antimicobacteriana (Cantrell et al., 2001; Copp y Pearce, 2007; Garcia et al.,
2012; Pauli et al., 2005). Algunos metabolitos secundarios con CMI < 25 ug/mL

se describen a continuacion

Terpenoides:

e Sesquiterpenos activos contra M. tuberculosis H37Rv: dihidro-B- agarofu-
rano sesquiterpeno (CMI = 6.2 pg/mL); partendlido (CMI = 16 pg/mL);
dehidrocostuslactona (CMI = 2 ug/mL); aromaticina (CMI = 16 pg/mL);
encelina (CMI = 16 pg/mL); 6-epi-deacetillaurenobiolido (CMI = 16 pg/mL);
curcufenol (CMI = 16 pg/mL); salasol A (CMI = 28.2 uM); celahina C (CMI =
30.6 uM); orbiculina (CMI = 14.6 uM); triptogelina G-2 (CMI = 26 uM);
ramiferina (CMI = 12.7 uM); a-humuleno (CMI = 6.25 pg/mL); activos contra
cepas de M. tuberculosis H37Ra: goyazensolido (CMI = 3.1 pg/mL);
centraterina (CMI = 3.1 pg/mL); licnoforolida B (CMI = 6.2 pg/mL);
isogoyazensolido (CMI = 1.5 pug/mL); isocentraterina (CMI = 3.1 pg/mL); 5-
epi-isogoyazensolido (CMI = 3.1 ug/mL); 5-epi-isocentraterina (CMI = 3.1
pg/mL).

e Diterpenos activos contra M. tuberculosis H37Rv: 6[3,7a-dihidroxiroileanona
(CMI = 25 pg/mL); horminona (CMI = 25 pg/mL); 6,7-dehidroroilanona (CMI
= 25 ug/mL); 7a-acetoxy-6B-hidroxiroileanona (CMI = 25 ug/mL);
sandracopimara-8(14)-15-dieno-7a,18-diol (CMI = 25 pg/mL); &cido
sandracopimarico (CMI = 15 pg/mL); 12-demetilmulticaulina (CMI = 0.46
pg/mL); multicaulina (CMI = 5.6 pg/mL); 12-demetilmultiortoquinona (CMI =
1.2 pg/mL); multiortoquinona (CMI = 2 pug/mL); 12-metil-5-dehidrohorminona
(CMI = 1.2 pg/mL); 12-metil-5-dehidroacetilhorminona (CMI = 0.89 pg/mL);
salvipimarona (CMI = 7.3 pg/mL); salvipimarona (CMI = 7.3 pug/mL); 9,12-
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ciclomulin-13-ol (CMI = 20 pg/mL); &cido juriperexcelsico (CMI = 14.4
pg/mL); azorellanona (CMI = 6.25 pg/mL); azorellanol (CMI = 12.5 pg/mL);
17-acetoxy-13a-hidroxiazorellano (CMI = 25 pg/mL); mulinol (CMI = 12.5-25
pg/mL); ent-trachiloban-17-al (CMI = 24 pg/mL); acido kurenoico (CMI = 25
pg/mL); caniojano (CMI = 25 pg/mL); geranilgeraniol (CMI = 1.56 pg/mL); E-
fitol (CMI = 2 pug/mL); escobarina A (CMI = 25 pg/mL); escobarina B (CMI =
12.5 pg/mL).

e Triterpenos activos contra M. tuberculosis H37Rv: acido bonianico A (CMI =
34.8 uM); acido bonianico B (CMI = 9.9 uM); 1283- hidroxikulactona (CMI =
16 pg/mL); 6B-hidroxikulactona (CMI = 4.0 pug/mL); kulonato (CMI = 16
pHg/mL); (24R)-24,25-epoxycicloartan-3-ona (CMI = 8.0 pug/mL); (3B,24R)-
24,25-epoxycicloartan-3-ol (CMI = 8.0 pg/mL); zeorina (CMI = 8.0 pg/mL);
acido 3-epioleanolico (CMI = 16 pg/mL); eritodiol (CMI = 16 pg/mL); &cido
oleanonico (CMI = 16 pg/mL); lupeol (CMI= 16 pug/mL) contra cepas H37Ra:
azdiradiona (CMI = 25 pg/mL); epoxiazadiradiona (CMI=25 pg/mL); hopazo-
6B,110,22,27-tetraol (CMI = 52uM); azadiradiona (CMI = 6.25 pg/mL);
epoxyazadiradiona (CMI = 25 pg/mL); aegicerina (CMI = 25 pg/mL.

Esteroides activos contra la cepa H37Rv: peréxido de ergosterol (CMI = 3.5 uM);

B-sitostenona(CMI = 39.5 uM); ergosterol-5,8-endoperéxido (CMI = 1.0 pug/mL);

epidioxisterol (CMI = 16 pg/mL); paguesterol A (CMI = 7.8 pg/mL); paguesterol B
(CMI = 11.2 pg/mL), aunque los ultimos dos muestran una considerable toxicidad

en células Vero (ICso= 52 pg/mL)

Alcaloides activos contra M. tuberculosis H37Rv: Ambiguina K, L, M, N (CMI=6.6,
11.7, 7.5 y 46.7 uM, respectivamente); ambiguina C isonitrlo (CMI = 7 pg/mL);
ambiguina E isonitrlo (CMI = 21 pug/mL); ambiguina I isonitrlo (CMI = 13.1 pg/mL);
hapalindola G (CMI = 6.8 pg/mL); fishambigiina G (CMI = 2 ug/mL);
monamfilectina A (CMI = 15.3 pg/mL); 8,15-diisociano-11(20)-amfilecteno (CMI = 2
png/mL); neopetrosiamina A (CMI=7.5 pg/mL); ascididemina (CMI=0.35 pg/mL);
diplamina (CMI = 17 pg/mL); isodiplamina (CMI = 17 pg/mL); lissoclinidina (CM I=

10
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17 pg/mL); himenidina (CMI = 6.1 pg/mL); (-)-8-hidroximanzamina A (CMI = 0.91
pHg/mL); (-)-manzamina F (CMI = 12.5 pg/mL); manzamina A (CMI = 1.56 pg/mL);
(+)-8-hidromanzamina A (CMI = 6.25 pg/mL); graveolinina (CMI= 16 pg/mL);
kokusagina (CMI = 16 pg/mL); ciclosteletaminas A, B, C, D, E, F (CMI=4, 4,8, 11y
8 pg/mL respectivamente); hirsutelona F (CMI = 3.12 pg/mL); 7-hidroximuconal
(CMI = 25 pg/mL); liriodenina (CMI = 12.5 pg/mL)

Flavonoides activos contra M. tuberculosis H37Ra: Khonkloginol H (CMI = 25
pg/mL); lupinifolinol (CMI = 25 pg/mL); dehidrolupinifolinol (CMI= 12.5 pg/mL);
flemichina (CMI = 12.5 pg/mL); eriosemanona A (CMI = 12.5 pg/mL); lupinifolina
(CMI = 12.5 pg/mL); pinatina (CMI = 12.5 pg/mL); pinocembrina (CMI = 12.5
pg/mL).

Lignanos y otros fenoles activos contra M. tuberculosis H37Rv: beilschmina A
(CMI = 2.5 pg/mL); beilschmina B (CMI = 7.5 pg/mL); feruloiltiramina (CMI = 1.6
pg/mL); metil ester del acido caféico (CMI = 25 pg/mL); licarina A (CMI = 25
pg/mL); licarina B (CMI = 50 pg/mL); eupomatenoide-7 (CMI = 25 pg/mL).

Policetidos activos contra M. tuberculosis H37Rv: ehretiquinona (CMI = 25 pg/mL);
rumexneposido A (CMI = 20.7 uM); toracrisona-8-O-B-D-glucopiranosido (CMI =
8.9 uM); engelharquinona (CMI = 20 pg/mL); 3-metoxijuglona (CMI = 3.125
pg/mL); a-tocoferilquinona (CMI = 25 pug/mL); benzoquinona globiferina (CMI = 6.2
png/mL); cordiacromo Cy B (CMI = 1.5y 12.5 pg/mL, respectivamente). (Garcia et
al., 2012)

Recientemente nuestro grupo de trabajo encontr6 que la mezcla de &cido
ursolico/acido oleandlico obtenido de especies como Thymus vulgaris, Bouvardia
ternifolia, muestra actividad antimicobacteriana y antituberculosa (Alcaraz, 2010;
Cornejo, 2012; Jiménez-Arellanes et al., 2006; Patente 273483). Asimismo, se
ha descrito que estos compuestos por separado inhiben el crecimiento de M.
tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis H37Ra, mostrando CMI < 50 pug/mL al ser

11


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

evaluado mediante el ensayo MABA o radiorrespirométrico Bactec 460 (Cantrell
et al., 2001; Copp y Perce, 2007; Garcia et al., 2012; Gu et al., 2004a, 2004b;
Higuchi et al., 2008; Watcher et al., 1999). Por otra parte, un estudio realizado
por Ge y colaboradores (2010), revela que el AO presenta un efecto sinérgico al
administrarse en conjunto con rifampicina, isoniazida y etambutol, incluso es activo

en cepas resistentes a estos farmacos.

JUSTIFICACION.

Dado el problema de salud que representa la Th, en la actualidad, es necesario
contribuir en la busqueda de especies medicinales como fuente de compuestos
antituberculosos. Tomando en cuenta que en la medicina tradicional de nuestro
pais la especie R. officinalis es empleada para tratar tos e infecciones de vias
respiratorias; aunado a investigaciones quimicas previas donde describen que la
especie biosintetiza triterpenos como el acido ursolico y &cido oleandlico, se
decidio realizar la investigacion quimica y biologica de esta planta medicinal para
aislar la mezcla de triterpenos, los cuales han mostrado actividad
antimicobacteriana y antituberculosas. Por lo que esta especie puede ser fuente

para la obtencion de esta mezcla de compuestos activos.

12
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OBJETIVOS GENERALES:

Realizar el fraccionamiento quimico del extracto cloroférmico de R.
officinalis mediante CC-FN para obtener la mezcla de AU/AQO.

Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto metandlico, lavados
cloroférmico, acetonitrilico y metandlico de éste y fracciones obtenidas por
CC-FN del extracto cloroférmico R. officinalis.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Obtencion de triterpenos y compuestos adicionales presentes en los
extractos cloroformico y metandlico del extracto metandlico de R. officinalis
e identificacion de su estructura quimica.

Determinar la cantidad de polifenoles totales (PT), de las fracciones y
producto de hidrdlisis del extracto metandlico del extracto de R. officinalis.
Evaluacion de la actividad antimicobacteriana in vitro del extracto y de las
fracciones primarias de R. officinalis mediante el micrométodo de azul de
alamar (MABA).

Evaluacion de la actividad antiprotozoaria in vitro de los extractos
cloroférmico y metandlico del extracto, de las fracciones y de la mezcla de
AU/AO de R. officinalis contra E. histolytica, G. lamblia y T. vaginalis.

13
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METODOLOGIA

Procedimiento general.

Los disolventes empleados (CH3CN, CHCI3 y MeOH), para las extracciones fueron
grado HPLC y marca J. T. Baker, y los disolventes empleados para la

cromatografia en columna fueron reactivo analitico (R.A., J. T. Baker)

La cromatografia en columna (CC), de fase normal se realizé utilizando silica gel
60 (0.063 - 0.2 mm; marca Merck), como fase estacionaria y como fase movil se
emplearon diversos disolventes organicos (-Hex-, AcOEt, CH,Cl,, CHCI3, MeOH y
EtOH), y mezclas de éstos con grado creciente de polaridad y destilados en el
sistema de presion reducida que incluye un rotaevaporador (Bichi RE111),
acoplado a una bomba de vacio (Btichi Vac V-512), y un recirculador de agua
(Eco 20). El seguimiento de la columna y deteccion de compuestos se llevo a cabo
mediante el uso de cromatoplacas de silica gel 60, con indicador de fluorescencia
F2s4 (Merck), con base de aluminio, para las cuales se utilizé una cadmara de luz
ultravioleta (UV), de onda corta y larga (Entela®), y se revelaron empleando H.SO4
al 10% y posterior calentamiento en parrilla eléctrica (90-100 °C). Para la
deteccion de polifenoles (flavonoides), en las fracciones mas polares, se utilizd
difenilboriloxietilamina (NP) al 1% en metanol y polietilenglicol (PEG) al 5% en
etanol. La identificacion de compuestos se llevo a cabo mediante comparacién del
factor de retencién (R;) con muestras auténticas obtenidas previamente en el
laboratorio, referencia comercial, y el R; de los compuestos se determind
posteriormente al ser revelados con el agente revelador; o por el analisis en
resonancia magnética nuclear de protones (RMN-'H). Para la purificacién de los
compuestos se utilizaron placas de vidrio recubiertas con silica gel 60 fase normal

del tipo preparativa (2 mm de espesor, marca Merck).

14
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Para detectar la presencia de compuestos con actividad antioxidante en los
extractos y fracciones de columna se realiz6 ccf, y se revel6 utilizando 2, 2-difenil-

1-picrilhidrazilo (DPPH; marca Sigma), con una concentracion 1x10™ M.

Los estandares empleados para la comparacién fueron: acido ursoélico (Sigma), la
mezcla AU/AO (obtenida de Thymus vulgaris), a y B- amirina, B-sitosterol, 4cido
caféico, acido clorogénico, acido galico, apigenina, campferol, estigmasterol,
galactosa, glucosa, quercetina, quercetina-3-ramnosido, quercetina-3-arabinosido,

guercetina-3-glucosido, ramnosa y rutina.

Para pesar los extractos, y fracciones se utilizd una balanza analitica (Ohaus®)

Extracciones del extracto crudo.

En este trabajo se parti6 de un extracto metandlico obtenido mediante la
maceracion de partes aéreas de R. officinalis (extracto crudo). El extracto MeOH
fue sometido a proceso de lavado con acetonitrilo (CH3CN), cloroformo (CHCls) y
metanol (MeOH), 3 veces cada uno, la fase orgénica de los lavados para cada
disolvente se reunieron y se concentraron al vacio para eliminar el disolvente a
una temperatura de 40 °C. Las extracciones se realizaron de la siguiente manera:
Se pesaron aproximadamente 10 gramos de extracto MeOH crudo, y se adicion6
200 mL de CH3CN y con ayuda de agitador de vidrio se tritur0 el extracto para
incrementar la superficie de contacto y facilitar la penetracion del disolvente, una
vez que se desintegraron los grumos, se puso en agitacién vigorosa durante 20
minutos. Posteriormente, se filtr6 al vacio repitiendo el proceso tres veces; las
extracciones con CHCI3;y MeOH se realizaron de igual manera por triplicado. A los
extractos obtenidos con MeOH se adicioné carbén activado (5 mg/mL), y se puso
en agitacién por 10 minutos, proceso que se realizé por duplicado con la finalidad

de eliminar clorofilas.
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Cada uno de los extractos se concentr6 al vacio y posteriormente, se analizé
mediante ccf empleando como sistema de elucion CHCIl;:MeOH (9:1) con la
finalidad detectar la presencia de la mezcla de triterpenos AU/AO. Como resultado
de la ccf se detect6 la mezcla de los triterpenos en los extractos CHCIl; y MeOH,
por lo que se decidié iniciar el trabajo con el residuo de los extractos de CHCls.

Fraccionamiento primario del extracto CHCIl; por Cromatoqrafia en Columna
Fase Normal (CC-EN).

Se tomaron 10 g del residuo cloroférmico para someterlos a CC-FN, para ello se
emplearon 200 gramos de silice, los cuales se suspendieron en diclorometano
(CH2CI,) para empacar la columna, la muestra fue adsorbida en el 10% de la
cantidad total de silice (20 g). La elucién de la columna se realiz6 con CH,Cl,,
MeOH, y mezclas de éstos, en orden creciente de polaridad. Se colectaron
fracciones de 400 mL inicialmente; de la fraccion 39 a la 58 las fracciones se
colectaron de 800 mL; de la fraccion 59 a la 80 se colectd volimenes de 1200 mL;
de la fraccion 81 a la 106 se colectaron fracciones de 2000 mL. Los sistemas de
elucién, asi como las fracciones colectadas y reunidas se describen en la Tabla 1.
Dado que en la mayoria de fracciones primarias, se obtuvo la mezcla de
triterpenos, solo algunas de estas fracciones fueron enviadas a evaluacion
bioldgica con la finalidad de comprobar si presentaba actividad antimicobacteriana

y/o antiprotozoaria.
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Tabla 1.- Fraccionamiento primario de extracto cloroformico de Rosmarinus

officinalis.
Sistema elusién en | Fracciones Reuniones de | Peso (g) Evaluacion Bioldgica
columna colectadas fracciones
Sistema elusién en 1-106 1-2 0.05
columna 3 0.05
CH,Cl, 4-10 0.38
11-23 0.051 antimicobacteriana
100% 24-35 0.10
36-50 0.19 antimicobacteriana
51-71 0.52
72-82 0.75
83-86 0.62
87-98 1.29
99-106 0.44
CH,Cl,: MeOH 107-143 107 1.16
8:2 108 0.13
109-115 0.20 antimicobacteriana
116-135 0.31 antimicobacteriana
136-139 0.29 antimicobacteriana 'y
antiprotozoaria
140-142 0.04
143-144 0.04 antimicobacteriana y
antiprotozoaria
CH,Cl,: MeOH 144-149 145 0.01
1:1 146-149 0.03
CH,Cl,: MeOH 150-156 150 0.01
3.7 151-158 0.11 antiprotozoaria
EtOH 157-158 —
100%
1592 159 0.01 antimicobacteriana

% Se obtuvo por lavado de la silica con EtOH 100% en agitacion, posterior filtracion y

reconcentracion.

Para la deteccion de compuestos flavonoides en las fracciones primarias
obtenidas en la CC., se hizo un andlisis mediante ccf a partir de la fraccion 115,
empleando diversos sistemas de elucién y como agente revelador NP/PEG.

Purificacion de la mezcla de triterpenos AU/AO.

Las fracciones en las que se detectd la presencia de la mezcla de triterpenos
AU/AO semipura (fracciones 24-106), se sometieron a extracciéon con CH3CN por
quintuplicado, la fase organica se separ6 del sélido mediante filtracion rapida; en
el residuo sélido estaba presente la mezcla de AU/AO pura; las fases organicas se

reunieron y se concentraron en sistema de presion reducida. El residuo se
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suspendié nuevamente con Hex bidestilado por quintuplicado y, posteriormente,
con mezcla Hex:CHCI3; por quintuplicado, recuperando el sélido sin clorofilas en
donde estéa presente la mezcla AU/AO para lavarla nuevamente con CH3;CN hasta
obtener la mezcla de acidos triterpénicos pura. Esta mezcla se obtuvo como un

polvo blanco.

Del grupo de fracciones 36-106 se tomaron 46.98 mg del polvo obtenido de los
extractos para realizar placa preparativa, con la finalidad de purificar los
compuestos presentes en la muestra (para su posterior identificacibn mediante
RMN-H?Y), para lo cual se utiliz6 como sistema eluyente la mezcla CH,Cl,:MeOH
98:02. Las bandas de interés fueron raspadas y se suspendieron con el sistema
CHCI3:MeOH 1:1, para recuperar el compuesto y, posteriormente, se separaron
por filtracion rapida y se elimind el disolvente utilizando sistema de presidn

reducida.

Purificacion de la mezcla a y B-amirina.

En la fraccién 3 del fraccionamiento primario de CHCI3 (47.51 mg), se detecté un
compuesto con Rt de 0.60 que coincide con la muestra comercial de a y B-amirina,
parte de esta fraccién se sometié a placa preparativa empleando como sistema de
elucion CH,Cl,:MeOH 96:04. La banda de interés se lavo por triplicado utilizando
el sistema CHCI3:MeOH 9:1 y separando por filtracion rdpida. Por Ultimo, se
evaporo el disolvente a presion reducida.

Hidroélisis de extracto MeOH.

Debido a que se obtuvo poca cantidad de las fracciones mas polares del
fraccionamiento primario de los extractos CHCI3, se procedid a realizar una ccf
comparativa de estas fracciones con su respectivo lavado metandlico, con la
finalidad de determinar si los flavonoides estaban presentes en estas Ultimas

muestras.
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En el extracto MeOH fue donde se detect6é la presencia de flavonoides vy
glucoflavonoides similares a los presentes en las fracciones mas polares del
fraccionamiento primario del extracto CHCIs, tras realizar la ccf de este extracto
empleando como sistema de elucién AcOEt:MeOH:H,0O (100:13.5:10) y revelando
las ccf con NP/PEG. Para ello se emplearon diversos estandares comerciales de
compuestos fendlicos (&cido caféico, &cido clorogénico, &cido galico, apigenina,
campferol, guercetina, guercetina-3-arabinosido, guercetina-3-glucosido,

guercetina-3-ramnosido, rutina).

Para la identificaciébn de azucares y flavonoides presentes en estos lavados, se
procedié a realizar una hidrdlisis acida, para ello se empleé 1.00 g del lavado
MeOH del extracto de R. officinalis, el cual se sometié a reflujo con agitacion
vigorosa con 20 mL de HCI concentrado (36% m/v), durante 4 horas, transcurrido
este tiempo, se tom6 una alicuota para realizar el seguimiento de la hidrélisis
mediante ccf y para la determinacion de polifenoles totales, como se describe mas
adelante.

Posteriormente, del producto de hidrélisis se realiz6 la separacion por par de
disolventes, empleando 25 mL de AcOEt como fase organica realizando la
extraccion por quintuplicado. La fase organica fue reconcentrada al vacio

obteniendo 435.64 mg que se sometieron a CC.

Fraccionamiento primario del producto de hidroélisis del extracto MeOH por

Cromatografia en Columna Fase Normal (CC-EN).

La muestra obtenida de la hidrdlisis del extracto MeOH (435.64 mg) se someti6 a
CC-FN, para lo cual se emplearon 20 g de silice, y la muestra fue adsorbida en el
10% de la cantidad total de silice (2 g). La elucién de la columna se realizé con
-Hex-, AcOEt, MeOH y mezcla de estos disolventes en orden creciente de
polaridad. Las fracciones se colectaron de un volumen de 100 mL, el cual se
modificd a 200 mL a partir de la fraccion 60. Los sistemas de elucién, asi como las

fracciones colectadas y reunidas se describen en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Fraccionamiento primario de la hidrdlisis del extracto metandlico de

Rosmarinus officinalis.

Sistema elucién en columna Fracciones Reuniones de | Peso (mg)
colectadas fracciones

Hexano 1-7 1-8 36.49

100%

Hex:AcOEt 8-26 9-11 3177

9:1 12 3.98
13-19 29.33
20-23 5.94
24-26 5.90

Hex:AcOEt 27-38 27-29 26.75

8:2 30-51 54.57

Hex:AcOEt 39-55 52-57 8.38

7:3

Hex:AcOEt 56-63 58-70 38.35

6:4

Hex:AcOEt 64-70

4:6

AcOEt 100% 71-79 76-80 7.78
76-80 47.68

CHCl;3: MeOH 80-83 81-83 28.38

8:2

CH,ClI,:EtOH 84-85 84-85 14.45

1:1

La fase acuosa obtenida de la hidrdlisis se reconcentr6 a presion reducida para
realizar ccf con la finalidad de identificar los azUcares presentes, mediante el
empleo de algunos estandares comerciales, para ello se empled el sistema de
elucion n-butanol:AcOEt:H,O:AcOH (4:3:2:1).

Evaluacién de la actividad antimicobacteriana

Para evaluar la actividad antimicobacteriana se emplearon las siguientes cepas de
micobacterias: M. tuberculosis H37Rv (cepa sensible a los cinco farmacos de
primera linea;l, R, E, S y Z); cuatro cepas monorresistentes de M. tuberculosis
H37Rv ATCC [resitentes a isoniazida (R-l), a estreptomicina (R-S), a rifampicina
(R-R) y a etambutol (R-E)]; dos aislados clinicos de M. tuberculosis MFR [MMDO
(resistente a isoniazida y etambutol), Sin4 (resistente a estreptomicina, isoniazida,

rifampicina, etambutol, rifabutina, etionamida y ofloxacina)] y cinco especies de
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micobacterias no tuberculosas (M. fortuitum, M. avium, M. chelonae, M. smegmatis

y M. absessus).

La evaluacion de la actividad antimicobacteriana de las muestras (extracto,
fracciones, aguas madres, compuestos puros) se determiné mediante el
micrométodo colorimétrico de alamar azul (MABA). El ensayo bioldgico se llevd a
cabo en microplacas estériles de 96 pozos con tapa y de fondo plano. Se adicioné
100 pL de agua bidestilada a los pozos de la orilla, con la finalidad de mantener la
humedad de la placa durante el proceso de incubacién. Los 60 pozos restantes de
la placa (10 hileras de 6 pozos cada una) sirven para evaluar seis concentraciones
seriadas de los compuestos (de 100 a 3.13 ug/mL) y los controles. En cada caso,
se incluyeron tres controles: uno de microorganismo, uno de disolvente y un
control positivo. En cada pozo se colocaron 100 yL de medio Middlebrook 7H9,
100 uL de la muestra a evaluar (extracto, fraccion o compuesto), a partir de este
pozo se realizan las diluciones seriadas, por ultimo se agregan 100 uL de la
suspensién 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 adiciono 20 pL de tween 80 y 20 yL de alamar azul (indicador redox) al control
sin compuesto, prolongando la incubacion durante 24 horas mas. Si el crecimiento
de la micobacteria es 6ptimo en este control, se observa un cambio de color, de
azul (estado oxidado) a rosa (estado reducido). Al observar este cambio de
coloracion, se agrego el alamar azul (20 yL) y el tween 80 (20 uL) al resto de los
pozos, incluyendo el resto de los controles, nuevamente las placas fueron
reincubadas a 37 °C durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, se determina la CMI con base en el cambio de coloracién del indicador
redox. Se consideran compuestos activos aquellos cuya CMI sea < 50 ug/mL.

Evaluacién de la actividad antiprotozoaria.

Los protozoarios empleados en el ensayo fueron Entamoeba histolytica (HM1-
IMSS) y Trichomona vaginalis (GT9), las cuales se cultivaron en medio TYI-S-33
adicionado con 10% de suero de ternera. Ambas cepas se mantuvieron
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axénicamente y para el ensayo se utlizaron en la fase Log de crecimiento.
Ademas, se empled Giardia lamblia (IMSS:0989:1), que fue mantenido en medio

TYI-S-33 suplementado con 10% de suero de ternera y bilis de bovino.

Las muestras se disolvieron en 1 mL de DMSO y 19 mL de medio TYI-S-33 y se
prepararon diluciones seriadas de las fracciones y lavados del extracto evaluado.
Posteriormente, se adiciond el inéculo de trofozoitos de prueba; para el caso de G.
lamblia la concentracion del in6culo fue 5x10* trofozoitos para cada dilucién de las
fracciones a evaluar, se incubd durante 48 h con una temperatura de 37 °C, una
vez transcurrida la incubacién, los trofozoitos fueron lavados y subcultivados en
medio fresco durante 48 h mas. En el caso de E. histolytica y T. vaginalis, el
in6culo fue de 6x10° trofozoitos y se incubd durante 72 h con 37 °C de
temperatura. Se empled metronidazol como control positivo, y los parasitos de
prueba sin tratamiento como control negativo. Se realiz6 el conteo de los
trofozoitos de G. lamblia, T. vaginalis y E. histolytica y se determiné la ICs,
mediante analisis Probit. El ensayo se realizé por triplicado para cada cepa de

prueba.

Determinacién del contenido de polifenoles totales (PT).

Para realizar la determinacion de PT se empled el método espectrofotométrico
desarrollado por Folin y Ciocalteu (1927) (Kuskoski et al., 2005), el cual se
fundamenta en una reaccion redox, en la cual los fenoles son muy reactivos frente
a agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene una mezcla de acido
fosfotungstico y &cido fosfomolibdico en medio bésico, el cual al entrar en contacto
con los compuestos polifendlicos origina 6xidos de tungsteno (WgO23) y molibdeno
(MogO>3) de color azul, el cual es proporcional a la cantidad de fenoles presentes,
los compuestos resultantes absorben a una longitud de onda (A) de 765 nm.

Para el estudio, se realizaron curvas patron utilizando como estandares:
guercetina, catequina, epicatequina y catecol, de las cuales se pesaron
aproximadamente 1 mg de cada estandar y se disolvieron en 5 mL de agua
destilada, y se realizaron diluciones para obtener las concentraciones de 200, 100,
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80, 60, 40 y 20 mg/L. Posteriormente, se tomaron 500 pL de las diluciones y se

adicionaron 500 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 10%, al cual se afiadieron 4

mL de Na,COs 0.7 M, mezclando con ayuda de un vortex, y se incubaron en

oscuridad durante 90 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se realizé la

lectura de absorbancia de las muestras en espectrofotometro a una longitud de

onda de 765 nm con celda de plastico de 1 cm de longitud. Se utilizé como blanco

la mezcla de reactivo de Folin-Ciocalteu, Na,CO3 0.7 M y en lugar de la muestra

se adicionaron 500 pL de agua destilada. La descripcidén de las curvas patrén se

hace a continuacion.

Tabla 3.- Curvas patron para determinacion de polifenoles totales.

Referencia Absorbancias
20mg/L | 40mg/L | 60mg/L |80 mg/L | 100 mg/L | 200 mg/L
guercetina 0.082 0.240 0.274 0.527 0.747 - - -
catequina 0.102 0.196 0.265 0.363 0.444 0.724
epicatequina | 0.250 0.392 0.521 0.682 0.742 0.930
catecol 0.325 0.582 0.761 0.835 0825 - - -

Gréficas de curvas patron.

Gréfica 1.- Curva patron quercetina
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Gréfica 2.- Curva patron catequina.
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Gréfica 3.- Curva patron epicatequina.
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Gréfica 4.- Curva patron catecol.
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Preparacion de la muestra problema.

Las muestras problema fueron: extracto MeOH del extracto crudo (L. MeOH),
fraccion 139 (primaria), el producto de hidrdlisis del extracto MeOH y las

fracciones secundarias 46 y 64 obtenidas de la CC del hidrolisado.

Las muestras fueron pesadas, aproximadamente 5 mg y se disolvieron en 2 mL de
acido acético al 4% en CHsCN, esta mezcla se colocé en bafio maria con
agitacion constante durante 30 minutos, posteriormente la muestra se aforé a
10 ml con la misma solucién. Enseguida se realizaron diluciones 1:2 en el &cido
acético al 4% en CH3;CN. Posteriormente, se tomaron 500 uL de las diluciones y

se realiz6 el mismo tratamiento que se describe para las curvas patron.

Los resultados se expresan como mg de referencia (segun corresponda)/g de

muestra (extracto crudo); calculados con la siguiente ecuacion:

(A—b
m ] mgdereferencie
C gdemuestra

Ecuacién 1. Determinacion de polifenoles Totales.

A = absorbancia después de agregar la muestra o referencia
m = pendiente de la curva patrén de la referencia*

b = ordenada al origen de la curva patrén de la referencia*.
C = concentracion de la muestra problema (g/L).

*Se utilizan los datos de la curva patrén de la referencia (quercetina, catequina,

epicatequina y catecol).
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RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

El interés por realizar el estudio quimico-biolégico del extracto metandlico de R.
officinalis se debe a que en dicho extracto se describié la presencia de triterpenos
como los acidos ursolico y acido oleandlico (Abe et al., 2002). Estos compuestos
son de interés debido a que muestran actividad antimicobacteriana,
antituberculosa y antiprotozoaria (Abe et al., 2002; Garcia et al., 2012; Jiménez-
Arellanes et al., 2006 y 2007). Por lo que se procedié a preparar el extracto
MeOH de las partes aéreas de R. officinalis via maceracién, una vez obtenido el
extracto crudo, éste se sometié a extracciones consecutivas con CH3sCN, CHCl3 y
MeOH (Tabla 6), para ello se tomaron 5 muestras de aproximadamente 10 g c/u,
mediante este proceso de obtuvieron en promedio 4.63 g del lavado con CH3CN,
2.61 g del lavado con CHCI3 y 1.75 g del lavado con MeOH. Cada lavado fue
concentrado al vacio y al realizar ccf de cada uno, se detecté que en los extractos

CHCI3; y MeOH estaban presentes los triterpenos antes mencionados.

Tabla 4.- Rendimiento de los lavados del extracto MeOH de las partes aéreas de R.
officinalis.

Muestra 1 | Muestra2 | Muestra 3 | Muestra4 | Muestra5 | Promedio

Extracto romero (g) 10.04 10.13 9.92 10.00 10.14 10.05
CH3sCN | masa (g) 4.81 4.80 3.80 5.33 4.40 4.63

rendimiento(%) | 47.95 47.45 38.27 52.62 44.03 46.06
CHCl3 masa (g) 1.74 2.08 2.33 3.03 3.85 2.61

rendimiento(%) | 17.35 20.55 23.34 30.28 38.00 25.90
CH3OH | masa (g) 1.77 0.96 2.20 1.80 2.01 1.75

rendimiento(%) | 17.66 9.50 22.16 18.01 20.07 17.48

Fraccionamiento primario del extracto CHClspor CC-EN.

Para este proceso se tomaron 10 g del residuo obtenido del lavado con CHCI3 y se
sometieron a CC-FN, mediante este proceso se obtuvieron 159 fracciones
primarias, las cuales fueron reunidas segun su perfil cromatografico en ccf (Tabla
1, metodologia). En la fraccién 3-10, se detectd la presencia de a y B amirina
(Figura 1), compuestos identificados por comparacion del R (Rf = 0.6) con un
estandar previamente aislado en el laboratotrio (Martinez, 2006), y en la fraccién
4-106, se identificé B-sitosterol (Rf de 0.51) (Figura 1) por comparaciéon del Ry con

referencia comercial (Sigma).
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La mezcla de triterpenos AU/AO (Figura 1) se detect6 a partir de la fraccion 24
hasta la 135. Esta mezcla fue detectada mediante el empleo de una referencia
comercial (Sigma), el cual presenté un R; de 0.34 utilizando como sistema elucion
CH.Cl,: MeOH 96:04 y como agente cromogénico H,SO,4 al 10%. En la Tabla 5 se

muestran los compuestos detectados en las fracciones reunidas.

Tabla 5.- Compuestos detectados en las fracciones primarias del extracto CHCI;
por CC-FN

Reuniones de | Sistema de | Compuesto detectado R¢
fracciones elucion
en ccf
1-2 CH,Cl,: MeOH | ---
3 96:04 ay B amirina 0.60
4-10 B-sitosterol ; 0.51
a y B amirina 0.60
11-23 B-sitosterol; 0.51
24-35
36-50 Mezcla de AU/AQ ,detectado 0.34
or comparacion con
51-71 Fe)s;témdar; P
72-82
83-86 Acido rosmarinico 0.21
87-98 y otro 0.46
99-106
107 Mezcla de AU/AQO | 0.34
108 detectado por
109-115 comparacion con
116-135 estandar

Desde la fraccion 136 hasta 12139 se identificO la presencia de Q3r. Este
compuesto presentd un R: igual a la referencia comercial (Q3r) (R = 0.40),
empleando el sistema de elucién CH,Cl,:MeOH (3:1) y revelando con NP/PEG,
también se detectdé al emplear el sistema de n-butanol:AcOH:H,O (4:1:5) donde
presenta un Ry = 0.69.

En las fracciones 136-142 se detecta la presencia de dos compuestos que

presentan un R idéntico con las referencias de acido caféico (0.62), y acido
clorogénico (0.43) al emplear el sistema de elucibn CH,Cl,:acetona (1:1). Estos
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compuestos también fueron detectados al emplear el sistema n-butanol: AcOH:
H,0O (4:1:5).

Cabe mencionar que se detectaron otras flavonas a partir de la fraccion 107 hasta

la 159, las cuales no fueron identificadas. La presencia de estas flavonas se

detect6 al eluir las ccf con los sistemas de elucion antes mencionados y al revelar
con NP/PEG.

Tabla 6.- Cromatografia en capa fina para la deteccion de compuestos flavonoides

en las fracciones polares.

Fracciones. | CH,Cl,:MeOH CH,Cl,:acetona BAW (n-butanol: AcOH: agua
(75:25) (1:2) 4:1:5)
compuesto Rs compuesto Rs compuesto Rs
136- 139 Banda que Banda que revela con Banda que corresponde con
corresponde con coincide con estandar acido ac. Caféico 0.75
Q3r 0.40 | caféico 0.62
Banda que corresponde con
Q3r 0.69
Banda que coincide con
estandar acido clorogénico 0.43 | Banda que corresponde con
acido clorogénico. 0.57
140 — 142 Banda que corresponde con
ac. Caféico 0.75
Banda que corresponde con
acido clorogénico 057
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(4cido oleandlico)
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Figura 1.- Compuestos identificados en el fraccionamiento primario del residuo del

extracto cloroférmicos.
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Purificacion de la mezcla de triterpenos AU/AO.

De la fraccién 24 a la 106 se obtuvo la mezcla de triterpenos en forma semipura
(polvo color crema, soluble en mezcla de CHCI3;:MeOH 8:2), por lo que este grupo
de fracciones (3.90 g) fueron sometidos a cinco extracciones sucesivas con
CH3CN (ver metodologia). De la fraccidén 24-35 (99 mg) se obtuvieron 20.4 mg de
un polvo blanco con Rt 0.34 (sistema de elucién CHCIl,:MeOH 96:4), con p.f. >300,
este Ry es idéntico a la mezcla del estandar comercial, y representa el 20.6% de
rendimiento, este compuesto al realizar el analisis de RMN-1H (Espectro 1), indica
gue corresponde a la mezcla comercial (Sigma) de acido ursdlico y &acido
oleandlico (Espectro 2) . El polvo obtenido de la fraccién 36 a la 106 (3.80 g) y
después de las extracciones sucesivas con CH3;CN se obtuvieron 2.74 g (72.1%
de rendimiento), de un polvo color blanco con p.f. 240-242 °C, este polvo es la
mezcla de al menos dos compuestos con Rf's 0.34 y 0.51, el primero corresponde
a la mezcla de acido ursolico/acido oleandlico y el segundo al B-sitosterol, estos
compuestos fueron purificados por placa preparativa empleando el sistema
CH,Cl,:MeOH 98:02. La cantidad obtenida de la mezcla de AU/AO representa el
27.33% de la muestra fraccionada en CC-FN de los lavados CHCl;, y al
compararla con la cantidad total del extracto metandlico de las partes aéreas de R.
officinalis sometido a lavados, representa el 5.49% de éste, lo cual es un
rendimiento considerable. Cabe mencionar que en este grupo de fracciones (36-
106) muy probablemente esta presente el 4cido betulinico y el acido rosmarinico,
sin embargo estos compuestos no fueron aislados. Al realizar ccf comparativa se
observa que estas fracciones presentan un perfil similar al de la mezcla de acido
ursolico/acido oleandlico/acido betulinico y acido rosmarinico (proporcionada por
el Dr. Mariano Martinez del Instituto de Quimica, UNAM).

Purificacion de la mezcla a y B-amirina.

A partir de la fraccion 3 (ver Tabla 1, metodologia) y después de realizar placa
preparativa de esta fracciones se obtuvo 3.12 mg de la mezcla de a y B-amirina,
esta mezcla presento un R de 0.60 en sistema de elucion CH,Cl,:MeOH 96:04.
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Lo cual corresponde al 6.57% de rendimiento con respecto a la fraccién de la cual
se purificd. Esta mezcla esta presente también en la fraccion 4-10, en la cual aun

falta purificarlo.

Fraccionamiento primario del producto de hidrélisis del lavado de MeOH-
CC-EN.

Por fraccionamiento primario del producto organico de la hidrdlisis se obtuvieron
85 fracciones primarias, las cuales fueron reunidas segun su perfil cromatografico
en ccf. Se detectd la presencia de [3-sitosterol desde la fraccion 12 hasta la 19. De
la fraccibn 12 hasta la 23 se identificd la presencia de la mezcla de acidos
triterpénicos AU/AO (32 mg).

En las fracciones 32 a la 57 se detectd acido clorogénico y acido caféico (Figura 1)
De la fraccion 58-70 se detectdé una mancha que revel6 amarillo con NP/PEG, vy al
parecer corresponde a varios compuestos, por lo cual se decidi6 realizar el
analisis de la muestra mediante el uso de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC), empleando como fase movil el sistema isocratico de &cido
fosférico 85.3%: MeOH (9:1), con un flujo de 0.3 mL/min, en columna Spherisorb ®
10 um ODS2 (4.6X250 mm, Waters), en la cual se identificaron 3 flavonoides
mayoritarios que corresponden a la acacetina cuyo tiempo de retencién (Ry) fue de
9.175 min (Figura 2), campferitrina con Ry de 9.55 (Figura 2) y vitexina con Ry =
10.40 (Figura 2) (Espectro 4), estas flavonas fueron identificadas por comparacion
con una libreria de flavonoides que se tienen disponible en el equipo de HPLC.
Los compuestos estan en procesos de separacion y purificacion para su posterior
identificacion quimica y corroborar asi su Rt en HPLC. En la Tabla 7 se describen
los compuestos detectados, asi como el sistema de elucién de las fracciones
colectadas.
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Tabla 7.- Compuestos detectados en fraccionamiento primario del producto de
hidrdlisis del extracto MeOH.

Reuniones de | Sistema de elucion | Compuesto detectado R¢
fracciones en ccf
1-8 CH,Cl,: MeOH | -----
98:02
9-12 | | emee-
12 B-sitosterol por comparacion con un | 0.39
estandar

Mezcla de AU/AO por comparacion con | 0.19
un estandar

13-19

20-23 CH,Cl,: MeOH Mezcla de AU/AO por comparaciéon con | 0.19
96:04 un estandar

24-26

27-29

30-51 AcOEt: Banda que corresponde con la referencia | 0.60
MeOH:H,0 de &cido caféico.
100:13.5:10

: Banda que corresponde con la referencia | 0.29
52-57 L P
de acido clorogénico
58-70 se aprecian varias bandas juntas no | --

definidas que revelan con NP/PEG

En la ccf comparativa empleando como sistema de  elucion
n-butanol:AcOEt:H,O:AcOH (4:3:2:1), se detectd en la fase acuosa la presencia de
ramnosa (R = 0.24), al comparar con el R; de la referencia comercial. Lo cual
confirma la presencia de glucoflavonoides, en especial Q3r, que fue identificado

anteriormente.
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Figura 2.- Compuestos identificados en el fraccionamiento del producto de
hidrdlisis.

Evaluaciéon de la actividad antimicobacteriana.

Del fraccionamiento primario del residuo del extracto CHCl3, se decidié enviar a
ensayo biolégico algunas fracciones (11-23, 36-50, 116-121, 122-127, 130-133,
136-139, 143-144 y 159), las cuales fueron seleccionadas con base en el perfil
cromatografico que presentaron en ccf. De igual manera, se envié a evaluacion el
extracto crudo original. Los resultados de la evaluacion antimicobacteriana se
describen en la Tabla 8. El ensayo biolédgico se llevé a cabo mediante el método
MABA. El extracto crudo de R. officinalis resulté moderadamente activo contra el
aislado clinico Sin4 (CMI = 50 pg/mL) y poco activo contra MMDO (CMI = 100
pHg/mL), y contra el resto micobacterias fue inactivo (CMI > 100 pg/mL). Por su
parte, la fraccion Ro 11-23, fraccion en la cual se detectd la presencia de la
mezcla de triterpenos AU/AO, presenta actividad contra la cepa de referencia
H37Rv (CMI= 25 pg/mL), contra el aislado clinico Sin4 (CMI = 6.25 pg/mL),
también fue activa contra la cepa H37Rv monorresistente a estreptomicina CMI =

33


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

25 pug/mL) y mostré actividad marginal contra el aislado MMDO y H37Rv resistente
a rifampicina (CMI = 50 pg/mL). La fraccién 36-50 presenta una actividad similar a
la fraccion anterior, es activa contra las cepas H37Rv (CMI = 25 pg/mL), Sind (CMI
= 6.25 nug/mL), y contra la cepa monorresistente a estreptomicina H37Rv-SR (CMI
= 25 pg/mL). La fraccion 116-121 es inactiva contra las cepas de micobacterias
probadas (CMI > 50 ug/mL), pero la fraccion 122-127 es activa Unicamente contra
el aislado clinico MMDO (CMI = 6.25 pg/mL). Debido a la similitud del perfil
cromatografico de las fracciones primarias 116 hasta la 135, en la cual se aisl6 (-
sitosterol y la mezcla de &cido ursolico/acido oleandlico, se decidid reunirlas, y se
evalué nuevamente observando que esta fraccion mostré una CMI = 25 pg/mL
contra M. tuberculosis H37Rv, y fue mas activo contra el aislado SIN4 (CMI = 12.5
pg/mL) y mostré actividad marginal contra tres cepas monorresistentes de M.
tuberculosis (resistente a estreptomicina, resistente a isonizida y resistente a
rifampicina) cuya CMI = 50 pg/mL (Tabla 8). La actividad antimicobacteriana
observada en la fraccion 36-50 varia con respecto a la actividad observada para la
fraccion 116-121, muy probablemente esto se debe a que en estas Ultimas
fracciones estan presentes otros compuestos aparte de la mezcla AU/AO, como el
acido botulinico y el acido rosmarinico, en mayor cantidad, los cuales pueden
interferir con la actividad antimicobacteriana de la mezcla AU/AO. Cabe mencionar
gue esta en proceso la purificacién del acido rosmarinico y acido betulinico para

determinar la actividad antimicobacteriana de cada uno de estos compuestos.
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Tabla 8.- Resultados de actividad antimicobacteriana contra cepas tuberculosas.

muestra H37Rv MMDO? Sin 4° H37Rv- H37Rv- H37Rv- H37Rv-
RR SR IR ER
Extracto >200 100 50 200 200 200 >200
crudo
Ro 11-23 25 50 6.25 50 25 >50 >50
Ro 36-50 25 50 6.25 50 25 >50 | >50
Ro 116-121 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
Ro 122-127 >50 >50 6.25 >50 >50 >50 >50
Ro 130-133 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
Ro 136-139 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
Ro 143-144 50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
Ro 159 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
R0116-135 25 >50 125 50 50 50 >50

a.- resistente a isoniazida y etambutol

b.- resistente a estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol, rifabutina, etionamida y ofloxacina

Investigaciones previas describen que los triterpenos muestran actividad
antimicobacteriana, el acido ursélico muestras una CMI = 15 pg/mL 6 32 uM y el
acido oleandlico de 30 pg/mL 6 64 pM al ser evaluados por el método
radiorrespirométrico y de 41.9 y 28.7 ug/mL, respectivamente, al evaluarlos por
MABA (Cantrell et al., 2001; Copp y Perce, 2007; Garcia et al., 2012; Gu et al.,
2004a, 2004b; Watcher et al., 1999). Por otro lado, la mezcla de estos triterpenos
obtenido de Thymus vulgaris present6 una CMI = 125 pg/mL contra M.
tuberculosis H37Rv (Jimenez-Arellanes et al., 2006; Martinez et al., 2006). Es
importante mencionar que la actividad contra M. tuberculosis H37Rv del &cido
ursolico esta determinado por la pureza del compuesto, a mayor pureza se reduce
la actividad antimicobacteriana (Jaki et al., 2008). Efecto que debe también influir
en la actividad bioldgica de la mezcla de triterpenos, ya que en un trabajo previo
se describe que la mezcla present6é una CMI de 12.5 pg/mL contra M. tuberculosis
H37Rv y en el trabajo previo se encontré que presenta una CMI = 25 ug/mL. Cabe
mencionar que Leal et al., 2003 reporté que el extracto EtOH de R. officinalis
presentd una CMI = 138 pug/mL contra M. tuberculosis H37Rv al ser evaluado por

ensayo MABA.

Por otro lado, se ha descrito que el AO muestra efecto sinérgico in vitro cuando se

combina con farmacos de primera linea (isoniazida, rifampicina o etambutol), por
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ejemplo encontraron que la mezcla de estos farmacos con AO es mas potente que
la mezcla Isoniazida/Rifampicina sola contra cepas de M. tuberculosis
monorresistentes y MFR (Ge et al., 2010). Esto es sumamente importante, ya que,
al potenciar el efecto de los farmacos mencionados para el tratamiento de la Tb,
se disminuye la dosis que debe administrarse y por consecuencia se previene y/o
disminuye la apariciéon de efectos adversos derivados de la administracion de

estos farmacos.

Por otro lado, es de suma importancia la obtencion de estos compuestos que sean
activos contra M. tuberculosis, debido a que los casos MFR y XFR estan
aumentando y responden pobremente ante los farmacos de primera y segunda

linea aunado a que ocasionan severos efectos secundarios.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo realiz6 la evaluacion in vivo de la
actividad antituberculosa de los compuestos puros en un modelo murino de TB
induciendo la enfermedad con M. tuberculosis H37Rv, encontrandose que los
compuestos por separado reducen la carga bacilar y el porcentaje de neumonia,
pero la mezcla de AU/AO presenté un mejor efecto antituberculoso en los
animales tratados (Cornejo, 2012; Patente 273483)

Los resultados de la actividad del extracto crudo y fracciones primarias de la CC
del residuo CHCI3; contra cepas de micobacterias no tuberculosas se describen en
la Tabla 9. El extracto crudo resulté activo contra M. smegmatis (CMI = 12.5
png/mL) y ligeramente activo contra M. absessus (CMI =50 pg/mL). La fraccion 11-
23 nuevamente presentdé una mayor actividad contra la mayoria de las
micobaterias no tuberculosas: M. fortoitum y M. smegmatis (CMI = 6.25 pg/mL), M.
avium y M. absessus (CMI = 25 pg/mL). La fraccién 36-50 presentdé mayor
actividad contra M. chelonae (CMI = 6.25 pg/mL) y moderada actividad contra M.
fortoitum y M. absessus (CMI = 25 pg/mL). La fracciéon 116-121 no presento
actividad contra ninguna de las cepas en estudio. La fraccién 122-127 sélo resultd

activo contra M. chelonae (CMI = 6.25 pg/mL). El resto de fracciones evaluadas no
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presentaron actividad contra las micobacterias no tuberculosas empleadas en el

ensayo bioldgico.

Tabla 9.- Resultados de actividad antimicobacteriana contra cepas no

tuberculosas.

CMI (ug/mL)
muestra M. fortoitum M. avium | M. chelonae | M. smegmatis M. absessus
Extracto 100 100 100 12.5 50
crudo
Ro 11-23 6.25 25 50 6.25 25
Ro 36-50 25 50 6.25 50 25
Ro 116-121 | >50 >50 >50 >50 >50
Ro 122-127 | >50 >50 6.25 >50 >50
Ro 130-133 | >50 >50 >50 >50 >50
Ro 136-139 | >50 >50 >50 >50 >50
Ro 143-144 | >50 >50 >50 >50 >50
Ro 159 >50 >50 >50 >50 >50

Encontrar compuestos y/o extractos que puedan ser fuente de moléculas activas
contra micobacterias no tuberculosas es relevante debido a que estas
micobacterias (M. chelonae, M. fortoitum, M. abscessus, M. avium, M. smegmatis),
causan infeccion en personas inmunocomprometidas y no responden ante los
farmacos de primera y segunda linea, por lo que no se cuenta con farmacos
especificos para tratar los casos de micobacteriosis provocados por estas
micobacterias como es el caso de personas con SIDA/VIH (Flores et al., 2005;
Rodrigues et al., 2008; Cassidy et al., 2009). Ademas, algunas de estas
micobacterias han generado resistencia a los tratamientos convencionales, por lo
que es de suma importancia realizar la evaluacion de la actividad de nuevos
compuestos contra éstas, para tener asi nuevas alternativas de tratamiento. En la
medicina herbolaria, se tiene una fuente potencial de compuestos que pueden ser
Utiles para la terapéutica contra las micobacterias no tuberculosas, como se
encontré para R. officinalis que biosintetiza metabolitos secundarios que son
activos contra diversos microorganismos. Con base en los resultados obtenidos en

el presente estudio, se demostré que existen compuestos activos contra las cepas
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micobacterianas no tuberculosas en los extractos organicos preparados a partir de
la droga cruda en estudio.

Evaluacién de la actividad antiprotozoaria

Este ensayo se realiz6 empleando trofozoitos de E. histolytica (HM1-IMSS), T.
vaginalis (GT9) y G. lamblia (IMSS:0989:1) y fueron evaluadas las fracciones 108,
136-139, 143-144, las cuales fueron seleccionadas con base en el perfil
cromatografico; ademas, se evaluo el residuo de las extracciones con CHCI; y
MeOH. Los resultados se describen en la Tabla 10. Las muestras evaluadas
fueron disueltas en 1 mL de DMSO vy se llevaron a un volumen total de 20 mL
empleando medio TYI-S-33, y a partir de esta solucion se prepararon diluciones
seriadas para la determinacion de Clso de cada una, como control positivo se
empled metronidazol, y como control negativo los protozoarios de prueba sin
tratamiento. Los datos obtenidos muestras que ninguna de las fracciones, ni los
extractos CHCIl3; y MeOH inhibieron el crecimiento de los parasitos ensayados, los

valores obtenidos de ICso fueron mayores a 140 pg/mL.

Tabla 10.- Resultados de actividad antiprotozoaria del extracto y fracciones de R.
officinalis.

Muestras

Giardia lamblia
(IMSS:0989:1)

Entamoeba histolytica
(HM1-IMSS)

Trichomonas vaginalis
(GT9)

Extracto CHCl;

155.14 pg/mL

144.85 pgimL

186.20 pg/mL

Extracto MeOH

211.81 pg/mL

194.19 pg/mL

285.74 pg/mL

Ro 108 194.70 pg/mL 183.69 pg/mL 225.32 pg/mL
Ro 136-139 163.79 pg/mL 149.19 pg/mL 194.40 pg/mL
Ro 143-144 197.50 pg/mL 184.34 pg/mL 193.35 pg/mL
RoHx* 157.35 pg/mL

Metronidazol

0.210 pg/mL

0.06 pg/mL

0.037

*fase organica de la hidrolisis

G. lamblia y E. histolytica son dos de los protozoarios anaerobios con mayor
importancia clinica, causantes de desordenes diarreicos en el mundo. El
metronidazol es el farmaco de eleccién para el tratamiento de estas parasitosis;
sin embargo, existen varios inconvenientes con el uso de dicho farmaco, como los
efectos adversos que provoca (cefalea, nauseas, diarrea, vomito, boca seca,
urticaria, ademas es teratogénico y carcinogénico), el elevado costo y
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recientemente el surgimiento de protozoarios que han generado resistencia hacia
el metronidazol (Jiménez-Arellanes et at., 2012b; Pérez et al., 2012). Por tal
razon, resulta importante evaluar especies medicinales, las cuales pueden
constituir fuentes alternas de compuestos para el tratamiento de la giardiasis y
amibiasis. A la fecha, no existe un reporte que describa el efecto de los triterpenos
sobre G. lamblia, E. histolytica y T. vaginalis. Sin embargo, Abe y colaboradores
(2002) describe que los acidos triterpénicos AU y AO aislados de R. officinalis
fueron activos contra epimastigotes de T. cruzi, el AU presenté una CMg = 40
pg/mL (88 uM) y el AO resulté menos activo mostrando una CMjgo = 250 pg/mL.
Por otro lado, también se describe la actividad del AU (aislado de Calophyllum
inophyllum) contra Plasmodium falciparum mostrando una I1Csy = 24.48 y 46.28
pg/mL al ser evaluados por el método radioisotépico y HRP-2, respectivamente
(Mesa-Venegas et al., 2011). La fraccién 136-139 mostré una Clsy = 163.79
pg/mL y 149.19 yug/mL contra G. lamblia y E. histolytica, respectivamente en este
grupo de fracciones se detectd la presencia de &cido caféico y acido clorogénico).
Se ha descrito que estos compuestos poseen actividad contra amastigotes de
leishmania (L. major, CMI = 4.4 nM; L. donovani, CMI = 6.1 nM; L. guyanensis,
CMI = 6.6; L. killicki, CMI = 3.9 nM), en células RAW 264.7 (Radtke et al., 2003).

Determinacion del contenido de polifenoles totales.

De manera adicional a la obtencién de los principios activos de interés y
evaluacion de sus actividades antimicobacterianas y antiprotozoarias, se procedio
a determinar el contenido de PT en el extracto MeOH, la fraccién F139 del CC-FN
del residuo CHCI;, la fase organica del producto de hidrdlisis y las fracciones
FHx46 y FHx64 de la CC-FN del producto de hidrdlisis, empleando el método de
Folin-Ciocalteu, utilizando como estandares quercetina, catequina, epicatequina y
catecol. Los resultados se expresan en mg de estandar/g de muestra. Tal y como
se esperaba el producto de hidrolisis del extracto MeOH, posee la mayor
concentracion de polifenoles totales, ya que la finalidad de realizar la hidrdlisis fue
separar la union glicosidica de los glucoflavonoides para obtener por separado las
flavonas presentes en el extracto MeOH, dando como resultado las siguientes
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equivalencias con los estandares: 312.31 mg quercetina/g de muestra; 598.44 mg
de catequina/g de muestra; 379.50 mg de epicatequina/g de muestra; 215.27 mg
de catecol/g de muestra; seguida de la fraccion FHx64: 85.01 mg quercetina/g de
muestra; 158.72 mg de catequina/g de muestra; 94.03 mg de epicatequina/g de
muestra; 53.25 mg de catecol/g de muestra (Tabla 12). Ambas muestras son ricas
en polifenoles en especial de flavonas, previamente detectados por ccf en estas
muestras. Estos valores nos indican que en la fase organica del producto de
hidrdlisis y en la fraccibn 64 (polar) se concentra el mayor contenido de
polifenoles. En el extracto MeOH, el contenido de polifenoles fue menor, esto
puede deberse a que en este extracto estan presentes las flavonas glicosiladas y
gue al momento de realizar la hidrdlisis se liberan, y por lo tanto, dan un contenido
de PT mayor. Estos resultados estdn en concordancia con lo previamente
reportado, donde se describe que la especie R. officinalis se emplea como fuente
de compuestos antioxidantes (Cheung et al., 2007; Genena et al., 2008; Leal et
al., 2003; Lopez-Jiménez et al., 2011; Moreno et al., 2006; Mulinacci et al.,
2011; Posadas et al., 2009). Los resultados de absorbancia obtenidos para cada
muestra se detallan en la siguiente Tabla.

Tabla 11.- Absorbancia de las muestras evaluadas para actividad antioxidante.

muestra concentracion g/L absorbancia
L. MeOH 2.51 0.640
F139 2.49 0.473
HxRo 0.34 0.740
FHx 46 1.30 0.276
FHx 64 1.13 0.658

Tabla 12.- Resultado de cuantificacion de polifenoles totales en las muestras.

mg de referencia /g de muestra
guercetina catequina epicatequina catecol
L. MeOH 37.46 69.48 40.42 22.88
F139 29.46 50.28 22.08 12.40
HxRo 312.31 598.44 379.50 215.27
FHx 46 37.62 51.54 011 | @ -
FHx 64 85.01 158.72 94.03 53.25
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CONCLUSIONES.

= Se obtuvo una cantidad considerable de la de la mezcla de triterpenos
AU/AO (2.74 g) identificado por ccf y confirmada con el anélisis de RMN-H?.

= En la evaluacién contra micobacterias las fracciones 11-23 y 36-50 de la
CC-FN del residuo CHCI3; son las mas activas, tanto contra cepas de M.
tuberculosis, como para micobacterias atipicas, lo cual se esperaba por
tener mayor cantidad de la mezcla de triterpenos AU/AO.

= Rosmarinus officinalis es una buena fuente de compuestos con actividad
antimicobacteriana.

= El extracto de R. officinalis, asi como lavados y fracciones obtenidas no son
activos contra E. histolytica, G. lamblia 'y T. vaginalis.

» R. officinalis es una fuente potencial de compuestos polifendlicos, los
cuales son responsables de su actividad antioxidante.
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Anexo

Espectro 1.- Resonancia magnética nuclear protonica (RMN-lH) de la mezcla de referencia AU/AO 1:1 (SIGMA).

—r
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Espectro 2.- Resonancia magnética nuclear protonica (RMN-lH) de la mezcla de AU/AO 2:1 obtenida de R. officinalis
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Espectro 3.- Resonancia magnética nuclear protonica (RMN-lH) de la mezcla de AU/AO/B-sitosterol obtenida de R.

officinalis.
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Espectro 4.- Cromatograma de HPLC de la fraccion 58-70, para deteccion de flavonoides.

Fase movil fue el sistema de elucién isocratico de &cido fosférico 85.3%:MeOH (9:1, Mallincrot), flujo 0.3 mL/min, volumen
de inyeccion 20 pL, columna Spherisorb ® 10 um ODS2 (4.6X250 mm, Waters).

SAMPLE INFORMATION
Sample Name: RO 141 Acquired By: marco
Sample Type: Unknown Date Acquired: 3/5/12 10:04:51 AM
Vial: 2:BA1 Acq. Method Set: flavonoides ms
Injection #: 1 Date Processed: 3/5/12 11:22:32 AM
Injection Volume: 10.00 ul Processing Method: romero340
Run Time: 25.0 Minutes Channel Name: VWin Ch1
Sample Set Name: Fracciones Proc. Chnl. Descr.: PDA 340.0 nm
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0.14 RT Area % Height | compound
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0.02 E
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