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I. RESUMEN

En el presente estudio se llevd a cabo la determinacidn
de la actividad inhibitoria contra Mycobacterium smegmatis vy
Mycobacterium tuberculosis de extractos de plantas de uso

medicinal en Guatemals.

El propésito de este estudio fue determinar si
existia correlacidén entre la accién inhibitoria inpn vitro de
extractos hexdnicos, clorofdrmicos, metandlicos y acuosos de
las plantas: &Sida acuta, Enterclobium cyclocarpum, Piper
auritum, Stachytarpheta cayennensis y Ocimum micranthum,
de ‘una cepa de Mvecobacterium smegmatis y una cepa
multisensible, 3 de mediana resistencia Yy una

multiresistente de Myvceobacterium tuberculosis.

El estudio se realizé en dos etapas: en la primera s=
realizé el enfrentamiento de los extractos de plantas contra
Mycobacterium smegmatis vy la determinacidn de la
concentracidén minima inhibitoria de los extractos qu=
mostraron actividad inhibitoria. Las plantas Sida acuta vy
Enterolobium cyclocarpum mostraron inhibicién de orecimiénto

de Mycobacterium smegmatis a una concentracién de 2 mg/ml.

En la segunda etapa se enfrenté a los extractos de




plantas contra 5 cepas de Myveobacterium tuberculosis: una
multisensible, 3 de mediana resistencia y una multiresistente
para determinar su actividad inhibitoria. De los extractos
ensayados, 11 mostraron actividad inhibitoria a una
concentracién de 2 mgs/ml. Posteriormente se determind 1la
concentracidn minima inhibitoria de los extractos que
mostraron actividad contra las cepas de Mvcobacterium
tuberculosis. Los resultados obtenidos mostraron que de
‘cada una de las plantas en estudio., hubo al menos un extracto
que inhibié el crecimiento por lo menos de una cepa de las
5 de Mycobacterium tuberculosis gque fueron utilizadas en el
presente estudio. La concentracidén minima inhibitoria de los
extractos aque mostraron actividad inhibitoria fue de 2 mg/ml
a excepcidn del extracto cleorédformico de la planta Sida acuta
que mostro inhibiciodon de ia cepa multisensible de

Myecobacterium tubsrculosis a una concentracicén de 1 mg/ml.

Por wltimo. se compararon los resultados de inhibicidn
obtenidos con los extractos contra las dos especiles de
micobacterias en estudio. Unicamente, dos extractos de la
planta Enterolobium cyclocarpum, mostraron correlacién en la
inhibicién de las dos especies de micobacterias a una
concentracion de 2 mg/ml por lo que ss concluyé gue no hubo
relacion significativa en cuante a la inhibicidén del

crecimiento micobacteriano por parte de los extractos de

Ly
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plantas.

De los 24 extractos usados en el estudio, se determind
aue 11 pProvocaron inhibicién in vitro de «cepas de
Mycobacterium tuberculosis a una Conéentracién de 2 mg/ml, lo
que sugiere gue debe darsele continuidad al estudio, con el
fin de encontrar tratamientos alternativos contra las cepas

multiresistentes de Mycobacterium tuberculosis.




IT1. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad de difusién mundial vy
se define como una. infeccidn cronica causada por
Mycobacterium tuberculosis. BSe caracteriza por la formaciodn
de granulomas en el tejido infectado v por presentar
‘hipersensibilidad mediada por células. La infeccitn primaria
es pulmonar pero puede observarsgse tuberculosis extrapulmonar
al comprometer otros 6érganos, por diseminacién hematdgena

(1, 87).

Es una enfermedad de larga evolucidén y se ha demostrado
gue tanto caracteristicas geograficas como socicecondmicas
afectan el riesgo y severidad de infeccién, supcniendo una
amenaza en dreas densamente pobladas en personas mayores de
50 afios y menores de 5 afios de edad v en enfermos crdénicos.
También esta influenciada por la raza y el sexo del grupo de

poblacidén (2.

En 21 mundo sigue siendo una de las principales causas
de muerte. Se estima 4que hay entre 10-20 millones des
casos nuevos por afio con tuberculosis activa, muriendo al

cabo del afio unos 3 millones de personas a causa de esta

enfermedad. Las tasas mas altas de mortalidad se
registran en Oriente, Asia, Africa v Latinoamérica,
especialmente en lugares subdesarrollados, excediendo 2

Y




menudo los 300 por 100,000 habitantes (2, 3). - Segun
criterios de la Organizacién Panamericana de la Salud,
Guatemala se encuentra entre los paises con problema grave de

tuberculosis (67).

\

En el presente estudio se determind la accion
inhibitoria de los extractos de 5 plantas de uso tradicional
en Guatemala empleadas para el tratamiento de enfermedadess
respiratorias contra Mycobacterium smegmatis v Mycobacterium
tuberculosis. Se presenta el problema que Myveoobacterium
tuberculosis es una micobacteria de crecimiento lento v para
determinar si los extractos de plantas presentan actividad se
requiere mucho tiempo. Por otro lado Myceobacterium smegmatis
es una micobacteria de .crecimiento rapido de estructura y
caracteristicas muy similares a Mycobacterium tuberculosis
que podria servir como un bioensayo rapido vy seguro.
Es por ello gque uno de los objetivos de este trabajo =5

demostrar si existe correlacidén entre las dos micobacterias,

esto con el propdosito de hacer un tamizaje v un
fraccionamiento bioguiado en forma mas rapida para
confirmar la actividad de extractes de plantas contra

Mycobacteriwum tuberculosis (13, 681}.




ITI. ANTECEDENTES

3.1 Infecciones Respiratorias

Las membranas finas 'del aparato respiratorio son muy
susceptibles a 1la invasién por gérmenes patdgenos a
consecuencia del contacto de éstas con el aire, lo que
provoca infecciones en el sistema respiratorio. Estas
infecciones se dividen en: agudas (causadas por estreptococos
v estafilococos) v crdnicas (causgadas por hongos v

micobacterias) (3).

Las enfermedades provocadas por micobacterias se
caracterizan por presentar tos productiva, disnea, pérdida d=
peso, fiebre, etc., por lo que el diagndstico requiere de una
historia clinica completa, andlisis de laboratorioc y estudios

radiolégiceos (10).

Durante 1874 a 1978 la tuberculosis pulmonar fue 1la
décima quinta causa de morbilidad en la repliblica ds
Guatemala vy la mortalidad tuvo el tercer lugar con respecto
a los demas vpaises de América. A partir de 1988 1a
tuberculosis se encontrd entre la octava y décima causa de
morbilidad y mortalidad, informdndose para esa fecha un 17.65

por ciento de abandonos del tratamiento. Para 1988 fue la



quinta causa de morbilidad teniendo 1la ciudad capital de
Guatemala una incidencia de 24 por ciento con respecto al
total de la repiblica. En el interior del pais no se
confirma la causa de defuncién, razdén por la cual la tasa de
mortalidad dada hasta 19839 no es confiable. Sin embargo de
acuerdo a la tasa de la enfermedad por cada 100,000
habitantes en 1995, la que mayvor enfermedad presentd fue
Retalhuleu con (78.07), le siguid Suchitepéquez (67.23),
San Marcos (48.29), Quetzaltenango (40.25) y Escuintla

(39.31) (11).

El tratamiento convencional de las infecciones
respiratorias implica el uso de antibidticos gue muchas veces
son de dificil acceso para las comunidades rurales, qguienes
sufren de estas enfermedades con mayor sSeveridad vy
frecuencia. En las infecciones crénicas se requiere de
tratamientos prolongados, por lo gue la mayvoria de personas

abandonan el tratamiente (127.

3.2 Género Mycobacterium

3.2.1 Generalidades

Las micobacterias vertenecen al orden Actinomicetales

familia Mycobacteriaceae y género Mycobacterium (13).

Este grupo de bacterias son bacileos inméviles, aerchios
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estrictos, no poseéen capsula ni producen esporas,no produce
téxinas ni enzimas (1). .Poseen de 0.2 a 0.6 micras de
espesor v de 2 a 5 micras de.longitud. Por 1lo general, su
crecimiento es sumamente lento, la mayoria de las especiles
patégenas crecen después de-2 a 6 sgemanas de incubacidn a

37 °C, en el medio de Lowenstein-Jensen (14, 16).

Los bacilos tuberculosos suelen denominarse
acldorresistentes porque absorben un colorante del fenol-
fucsina cuando se calientan y una vez tefiidos resisten 1la
decoloracién con Acideos fuertes y alcohol. Otros colorantes
con los gue se tifie este microorganismo son los
fluorocrémicos como Auramina 0O y otros derivados del
arilmetano (17). Los bacilos crecen mejor en presencia
de oxigeno y ©pueden sobrevivir la desecacidn por largo
tiempo, pero pueden morir rdpidamente expuestos a 1la
accién directa del sol o de los rayos ultravioleta v
su crecimiento puedse ser inhibidoe por wun pH inferior a

6.5 (15).

Los tipos principales de bacilos tuberculosos patdgenos
para el hombre son Mycobacterium tuberculosis ¥
Mycobacterium bovis, tambiéﬁ existe otro grupo de
micobacterias que poseen algunas caracteristicas de los
bacilos tuberculosos vy pueden producir un cuadro clinico

similar al de la tuberculosis. Los 1llamados bacilos

-8~




acidorresistentes atipicos y se conocen desde gue Koch

descubridé el bacilo tuberculoso (15).

3.2.2 Estructura de las micobacterias

Bajo el microscopic de Jluz blanca las micobacterias
varian considerablemente en su morfologia, desde células
pequefias casi cocoides, hasta largos filamentos de células
que en algunas éspecies bajo ciertas condiciones del medio de
cultivo, pueden presentar una formacidn parecida a la de un
pseudomicelio. La microscopia electrdnica muestra gque las
células micobacterianas poseen una pared celular muy delgada,
separada de la membrana celular ©por una amplia =zona
translucida de electrones denominada espacio periplasmatico.
Esta pared celular en 81 es una. estructura compleja
compuesta por 4 capas, la méas interna se compone de
mureina o peptidoglicanos gue como  en otros géneros
bacteriancs da a la célula su estructura y rigidez. Por
encima de esta capa hay tres mds totalmente diferentes,
compuestas de complejos de péptideos, polisdcaridos v
lipidos que semejan filamentos arreglados en una matriz mas
homogénea. Egta estructura ha sido demostrada por medio
de una técnica conocida cOomo cricofractura. Las
estructuras de las tres capas difieren quimicamente; las de
la capa mas externa son por lo general peptidoglicolipidos

-g-



denominados micésidos. En esencia, la estructura fina del
citoplasma de las micobacterias no difiere de las demas
bacterias. Su ADN se observa como un cuerpo nuclear
indefinido que no estd envuelto por una membrana, en
su citoplasma se pueden observar ribosomas,cuerpos lipoides

v granulos compuestos de polifosfatbs (183.

3.2.3 Micobacterias de desarrollo rapido

Dentro de éstas micobacterias tenemos a: Mycobacterium

chelonei, Mycobacterium fortuitum (pueden llegar a causar

enfermedad en los seres humanos ¥y animales), Mycobacterium
phled, Mycobacteriwun vaccae, Myvcobacterium diernhoferi,
Mycobacterium rhodesiae, Myecobacterium - flavencens,

Mycobacterium gilvium, Myvcobacterium duvalli, Mycobacterium
thermoresistibile, Mycobacterium nonchromeogenicum v

Mycobacterium smegmatis (crecen en menos de 7 dias)(18).

La mayvoria de estas micobacterias son saprdfitas, sin
embargso hay excepciones; por ejemplo una cepa de
Mycobacterium smegmatis fue aislada de ganglios linfaticos
hiliares casecsos de wun paciente gue murié de pneumconia

respiratoria asociada con el cardias. Dentro de 1las

-10-



excepciones estan tres grupos: especies termbfilas
(Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium phlei), especles con
actividad sacarolitica moderada (Mycobacterium duvalii,
Mycobacterium flevescens y Mycobacterium gilvum}) v un gran
grupo. de cepas con notable actividad sacarolitica cuya

clasificacién es incompleta (18).

3.2.4 Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium smegmatis no se encuentra cominmente, sélo
en raras ocasiones. En 1897 fue descrita por primera
vez COno micobacteria de crecimiento rapido, esta
micobacteria en particular junto a Mycobacterium phlei se han
utilizado bastante en los estudios genéticos y biogquimicos
por su desarrollo rdpido en medios de cultivo muy sencillos
sin ser un riesgo importante en el laboratorio. En realidad
todos los estudios sobre la estructura y funcidén del gencma
micobacteriano v todos los intentos en la transferencia de
material genético han empleadc cepas de Mycobacterium
smegmatis como modelo de investigacién cientifica con
enfoqﬁe micobacteriano (18, 68}. Por le general
Mycobacteriun smegmatis no es cromdgena y su gama de
variacién o espectro de mutacidn es muy bajo, aln cuandoc es

tratada con mutdgenos no presenta mds del 5 por ciento de

-11-




variacidén en relacidn con la cepa progenitora (18). Crece
facilmente en medios de cultivo especificos para
micobacterias como lo son el Middlebrook TH9 y Middlebrook
TH1O vy también en Agar Sangre de Carnero. Chocolate vy
Miieller-Hinton, en ﬁn rango de temperatura de 30 *C a 37 °C

(B9).
3.2.5 Mycobacterium tuberculosis

También llamado bacilo de Koch, en honor a Robert Koch
quien lo descubrid en 1882. Su temperatura éptima de
crecimiento es de 37 °C, es una micobacteria aerobica,
microaercfilica, no secreta una verdadera exotoxina perco si
libera endotoxinas en los medios de cultiyo por autdlisis.
Para su aislamiento se requiere de medios a base de huevo

(19).

Mycobacterium tuberculosis es alcohol-acido-resistente,
este posee lipidos en la pared celular gue constituyen el 60
por ciento de su peso en seco ¥y se encuentran unidos a
proteinas vy polisacdridos confiriéndole impermeabilidad a
las tinciones, hay. - un aumento en la hidrofobibidad de 1la
superficie de 1la pared celular lo que impide la entrada de
colorantes acucsos Junto con la formacidén de un complejo
coiorante residual de &Acido micdlico gue previene la

salida de carbol-fucsina (20-22).

-12-
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3.2.6 Medios de cultivo para micobacterias

Los medios sélidos pertenecen a dos grupos principales:
los medios a base de huevo ¥y los medios definidos o
semidefinidos que contienen agar como medio solidificante.
De hecho el medio mds usado es el de Lowenstein-Jensen gue
contiene huevo. Este sirve como agente sclidificante y la
albiimina que contiene, ayuda a absorber los acidos grasos
téxicos presentes en la muestra. La clara de huevo
contribuye suministrando varios precursores de lipidos.
Ademds del huevo, este medio contiene Asparagina o acido
glutdmico como fuente de nitrdégeno, glicerol como fuente de
carbono, magnesio, fosfatos e iones citrato y el colorante de
verde de malaguita como asente antiséptico. Otros medios a
base de huevo incluyen, el Ogawa. el Stonebrink y el Dorset
siendo este ultime un medio simple, adecuado para la'
propagacidn de cepas ds2 laboratorio. También se han
desarrollado medios basados en agar claro los cuales son muy
utilizados por los investigadores, estos incluyen el agar
oleico de Dubos, los agares Middlebrook 7H10, Middlebrook

_7Hll v el medio de Pfeizer (18).
3.3 Tuberculosis

Es una enfermedad bacteriana cerdnica causada por

Mvecobacterium tuberculosis y caracterizada por la formacidn

-13-




de granulomas en el tejido infectado v por hipersensibilidad

mediada por células. La infeccidén primaria es pulmonar, pero
puede haber tuberculosis extrapulmonar al comprometer

otros oOrgancs (1).

Por lo” general, la via de entrada es aerobia,
llegando a los pulmones v muy raras veces ror ingestién.
En muy raras ocasiones, ocurre la implantacidon directa en la

piel o en las mucosas (18).

Esta es una enfermedad que con ayuda de medicamentos e
informacién ha sido controlada en muchos de 1los paises
desarrollados, sin embargo en paises subdesarrollados como el
nuestro a la fecha no ha sido controlada. En los Gltimos
aflos, en Guatemala se ha incrementado el numero de
pacientes tuberculosos - y/0 con rroblemas respiratorios
de distinta etiologia, debide al advenimiento del Sindrome

de Inmunodeficiencia Adguirida (SIDA) (16).

3.3.1 Epidemiologia y patologia

Aungue la tubefculosis es en la actualidad una
enfermedad +tratable y hasta cierto punto susceprtible de
prevencién, sigue siendo una infeccién bacteriana de
considerable importancia. La verdadera incidencia en

Guatemala no puede determinarse con exactitud debido a que

-14-




sélo algunas personas infectadas con Myeobacterium
tuberculosis manifiestan enfermedad clinica activa en un
momento dado y a que no se llegan a declarar todos los casocs

(11).

El origen de la infececidn tuberculosa en los nifios suele
ser un adultc, a veces un adolescente. Cuando una persona
con tuberculosis pulmonar contagiosa tose o estornuda,
dispersa en el aire gotitas de saliva (Pfliger), algunas de
las cuales contienen baciles tuberculosos. Cuando esta
gotita gue contiene gérmenes es inhalada hacia los pulmones,
v llega al alveolo, es cuando se produce 1la infeccién. E1
numero de bacilos tuberculosos eliminados en la atmésfera por
un enfermo, depende de la gravedad de la enfermedad y asi
sera el numero de bacilocs en 21 esputo, el volumen y cardcter
de éste, el tipo v frecuencia de 1la tos. Como la
transmision con gotitas de saliva explica la mavor parte de
infecciones iniciales, casi todos 1los complejos primarios
tienen lugar en los pulmones. En cocasiones, los bacilos
ingeridos crean un foco primario en el intestino mas rara
vez, en una amigdala o en las mucosas de la boca. Otras
legiones primarias extrapulmonares, como las de la piel o la
conjuntiva dependen de contacto 1local con bacilos
tuberculosos. El1 hacinamiento v malas condiciones de vida

hacen que la propagacién de la enfermedad sea més

-15-




rdpida, causando elevados indices de mortalidad en paises de
escasos recursos donde las personas carscen de una adecuada

educacidén antituberculosa (15).

Cési inmediatamente después de la inhalacidn de bacilos
tuberculosos viables, en los pulmones los histiocitos
empiezan a transportar los microorganismos a los ndodulos
linfdaticos regionales, formdndose de éste modo el denominado

complejo primaric (Z6).

Los eventos subsecuentes al desarrollo de 1la lesidn
primaria depende de si el contacto ha sido previamente
sensibilizado. En general en la patogenia de la tuberculosis
se debe considerar la virulencia de la micobacteria, el
papel de la hirersensibilidad inducida, el papel de la
inmunidad o resistencia y la génesis del patrdn granulomatoso

de reaccidn tan caracteristica de la tubkerculosis (27).

En individuos con la enfermedad es comin la presencia de
sintomas vagos e inespecificos. Los pacientes refieren
malestar, dolor de cabheza, tos seca ocasional o persigstente y
elevacidn de la temperatura. También pérdida de peso. sudor

nocturno v hemoptisis, aungue a veces pueden no ccurrir (27).

La declinacidn de la morbilidad y mortalidad causada por

la tuberculosis estd relacionada con el incremento en el

—16~-




estandar en el nivel de wvida, una mejor nutricidn, menos
individuos viviendo en hacinamiento. una mejor ventilacién

domiciliar, asi como una terapia potente y apropiada (4, 23).

Existen otros factores determinantes de mortalidad en la
tuberculosis, como alcoholismo, efectos  socioecdnomicos
relacionados al alcochelismo ¥ en particular hepatopatia
alcohdélica; posiblemente por limitar el tipo y dosis de
drogés, para la terapia antituberculosa, asi también a la
inhibicién de la actividad funciocnal ¥y reduccién en el

namero de linfocitos T (24, 25).
3.3.2 Inmunidad

La tuberculosis ha sido un problema infeccioso que
permanece latente en la actualidad, una razén es que a pesar
de décadas de investigacidon de los mecanismos inmunitarios
relacionados con la tuberculozis no se ha encontrado una
vacuna efectiva. El bacilo de {Calmette-Guérin (BCG), cepa
atenuada de Mycobacterium bovis, se ha utilizado durante mas
de 60 aflos vy es capaz de conferir hipersensibilidad
cutdnea retardada pero no wuna inmunidad celular evidente.
El anticuerpo sérico no tienes ninguna funcidén en 1la
inmunidad contra enfermedad por micobacteria. Los linfocitos
T sensibilizados yv los macréfasgos activados, son los factores

-17~-
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criticos en la inmunidad.- Se. han analizado en detalle los
componentes de la pared bacteriana de Mycobacterium
tuberculosis que pueden conferir inmunidad. Las proteinas
y polisacaridos tienen potencial inmunogénico y hay datos que
apoyan una funcion importante de  los componentes
polisacdridos con epitopos clave para la inmunidad celular.
Para medir la hipersensibilidad retardada contra
Mycobacterium tuberculosis, se utiliza un derivado protéico
purificado (P.P.D.) como antigeno intradérmico.‘ Una prueba
positiva de hipersensibilidad cutdnea tardia demuestra
exposicldn previa a la bacteria vy a menudoe se correlaciona
‘ con la inmunidad. Existe una correlacién directa entre la
‘ prueba cutdnea y la inmunidad, aungque la prueba no se utiliza
i, en el diagnéstico clinico de alergias mediadas por células

| (28).
3.3.3 Diagnéstico de la enfermedad

La tuberculosis se diagnostica yva sea como resultado de
las campafias para encontrar casos o mediante el examen del
raciente que se presenta con s8ignos y sintomas de la

enfermedad (18},

La nnica forma definitiva para diagnosticar la

tuberculosis depende de 1la demostracién del bacilo en el

-18-




cultivo, que suele ser entre la cuarta y octava semana
aproximadamente, més _dos semanas para su identificacidn,
lo que impide una rapida identificacién positiva necesaria
en pacientes inmunocomprometidos y en pacientes con
SIDA (29). La historia clinica puede revelar factores que
conduzcan a la sospecha .de tuberculosis, estos incluyen
contacto c¢con un casc conocldo, la exposicidn ocupacional
(personal de un hospital), tratamiento con esteroides
a largo plazo, diabetes, alcoholismo, SIDA o a cualquier
proceso natural que conduzeca a la supresidén de la
respuesta inmune. Los estudios radioldgicos sugieren con

frecuencia presencia de enfermedad y su extensidn en el

torax (18). Sin embargo en la prdctica c¢linica, la
presencia de bacilos alcohol-acido-resistentes al examen
microscopico directo de la expectoracién, a través de

la baciloscopia confirma el diagnostico de tuberculosis

pulmonar.

Iurante leos Gltimes aflos la ciencia ha mejorado y se han
creado nuevos métodos rapidos como lo son: métodos de cultivo
radiométrico (BACTEC), métodos quimicos (deteccidn de

antigenos y/o anticuerpos) y recombinacién del ADN (5,29,31).

3.3.4 Pruebas de sensibilidad

De los métodos que sSe& utilizan para establecer 1la
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sensibilidad o la resistencia de una cepa de Mycobacterium
tuberculosis a las distintas drogas antituberculosas, el
mas difundido v el que mas ge conoce en América es
el método de las proporciones, gue - consiste en
determinar la proporcidn de mutantes resistentes a cada droga

que tenga la cepa (32).

Se han descrito dos principales técnicas para las
pruebas de sensibilidad: el método de proporciéh v el de
relacién de resistencia. En el primero se determina la
proporcién exacta del cultivo que se resiste a los agentes
antibacterianos al efectuar cuentas viables en los medios que
contienen medicamentos v otros gue carecen de ellos. &e
realizan varias diluciones del indéculo que se afladen al medio
con una concentracidén estdndar de  la droga.- Entonces se
cuenta el numero de colonias que crecen en el control con
diluciones adecuadas del 1inéculo y también en el medio

conteniendo droga (18, 33).

En el método de relacidn de resistencia se compara la
sensibilidad de las cepas en estudio con las de cepas
sensibles estdndar. Los inéculos estandarizados de la prueba
v los microorganismos control se siembran en un medio scélido
que contiene diluciones de medicamentos en concentracidn
critica. Después de la incubacién, la cantidad de desarrollo
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se registra y se compara con el desarrollo de los
microorganismos estandar. Las concentraclones de medicamentos
gue causan cantidades similares de inhibicidén de desarrollo
entre los microorganismos de la prueba y los estiandar se
expresan como una relacidén. Asi si ambos son igualmente
gsensibles, la relacidn de resistencia serd de 1. En general
las cepas con relaciones que son iguales o menores gue 1 son
consideradas sensibles, en tanto que aquellas con relaciones

mayores que 1 se consideran resistentes (18, 32).

3.3.5 Tratamiento

El objetivo principal del tratamiento antituberculoso es
el de erradicar por completo el agente infeccioso,
determinéndo asi la curacién del paciente y segundo es el de
eliminar el estado de portador del paciehte para reducir la

transmisidn de la enfermedad (18).

Las drogas utilizadas en la quimioterapia de 1la
tuberculcosis, constituyven un grupc heterogéneo gque comprende
quimioterapéuticos propiamente dichos de origen sintético y
antibidticos de origen natural o semisintético cuva
estructura guimica es diferente, la terapia antituberculosa

no depende de una estructura comin.
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La quimioterapia eficaz dé 1la tuberculosis humana
comenzo con el descubrimiento de la estreptomicina por
Hinshaw y Feldman en 1945. Para tratar la tuberculosis
actualmente se usan cuatro drogas antituberculosas de primera
linea (isoniazida, estreptomicina, rifampicina y etambutol) y
un clerto numero de agentes de segunda linea (pirazinamida,

cicloserina, etionida, etc.) en diversas combinaciones.

Hay factores gue conllevan al desarrolle de la
resistencia, los bacilos farmacorresistentes aparecen a
consecuencia de un error humano en relacién con: la
prescripcidén de la quimioterapia, la gestién del suministro
de medicamentos, el tratamiento del caso, el procedimiento de

entrega de la medicacidén a los pacientes (33, 51).

Es necesario encontrar una nueva terapéufica para esta
enfermedad, por lo Qque se esta recurriendo a la medicina
natural como tratamiento alternativo, durante mucho tiempo la
medicina natural fue el 1unico recurso de que disponia el
medico. A principios de siglo con el desarrolloc de 1la
quimica y el descubrimiento de procesos de sintesis orgénica,
por parte de la industria farmacéutica se puso en marcha una
nueva produccidén de medicamentos (52). Durante los siglos
XII a XIII se prescribieron numerosas drogas vesetales de las
cuales muchas se utilizan actualmente. En el siglo XIX se
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-practicaron los primeros analisis quimicoé de algunos de los
principios de los vegetales. con la aplicacidon del
microscopio ¥ la guimica analitica, también se desarrolldé un
movimiento investigador a escala mundial, para conocer la
composiciéh quimica de 1los vegetales v se inicié la base de

-la industria farmacéutica actual (53, 54).

Muches de los principios activos de estas plantas son
quimicamente definidos, por ejemplo los alcaloides, mientras
gue otros son de composicidén guimica desconocida. A veces
son mezclas de sustancias pero gue forman grupos verdaderos,
especialmente a causa de sus caracteristicas fisicas. De ahi
que los principales constituyentes vegetales sean
carbohidratos, incluyendo las gomas, gllcosidos como
saponinas y taninos; grasas; aceltes volatiles v esenciales,

resinas; alcaloides v otros metabolitos secundarios (55).

Entre los principales estudios relacionados con la
actividad antimicrobiana de las plantas se encuentra el de
Nickel realizado en 1952, guien investigd las plantas
vasculares en la India y encontrd que 157 familias contenian
sustancias activas que ejercian accion inhibitoria en el

crecimiento bacteriano (56).
Mitcher y colaboradores realizaron un estudio utilizando
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extractos etandlicos de 1248 plantas superiores en siete
microorganismos representantes de bacterias Gram positivo,
Gram negativo vy 4dcido resistentes, asi como levaduras,
encontrando que dos por ciento de las plantas tuvieron efecto

contra alguno de los microorganismos (57).

Los estudios etnobotdnicos y de revisién de literatura
realizados en Guatemala han demostrado que la poblacidn
utiliza cuando menos 231 plantas para tratar afecciones
respiratorias (58). El1 tamizaje antibacteriano de ©8 de
ellas indica que el 41 por ciento tienen actividad contra
bacterias Gram positivo causales de infeccién respiratoria
tales como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y

Streptococcus pyogenes (59).

En 1994, se publicdé un informe que integré dos estudios
realizados en la Facultad de Ciencias @Quimicas y Farmacia,
uno realizado como parte del trabajo de tesis de una
estudiante de la Facultad v el otro cofinanciado por el IIQB,
en los que por medio de una técnica de dilucidn del agar
Middlebrook TH10 se realizé un tamizaje in vitro de la
actividad contra tres cepas de Mycobacteriuﬁ tuberculosis
(248, 251,280) de 11 extractos etand6licos de plantas
popularmente utilizadas en Guatemala para el tratamiento

de la tuberculosis. Cuatro extractoe mostraron actividad
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significativa contra alguna cepa: Achillea millefolium
inhibid las tres cepas, Sida acuta 1inhibidé dos y Fucalyptus

globulus y Sida rhombifolia inhibieron solo una de las cepas.

3.3.6 Seguridad en el laboratorio

El manejo de muestras y cultivos eXpone al laboratorista
a un peligro importante de contaminacién. Por lo tanto, las
medidas de bioseguridad esencilales y en algunos paises son

exigidas por 1la ley (6, 18).

Hay gque tener en cuenta que la mayoria de los casos de
infeccién tuberculosa se deben a la aspiracidén de particulas
de aeroscol conteniendo organismos viables. Estos aerosoles
se producen por la manipulacidén de material patolégicb e}
cultivos: abrir tubos, preparar frotis o transfiriendo los
cultivos usando pipetas o asas, durante la centrifugacidn o
agitando los tubos y cuando los cultivos se rompen por

accidente (71).

Para evitar cualguier entrada del bacilo al
laboratorista se cuentan con medidas de bioseguridad en la
bacteriologia de la tuberculosis que son un conjunto de

practicas de sentido comiin que un personal consciente y bien
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adiestrado debe cumplir estrictamente. Segin la clasificacidn

de organismos infecciosos de 1la Organizacién Mundial de
la Salud al trabajar con Mycobacterium tuberculosis deben
tomarse en cuenta los procedimienteos de laboratorio de riesgo
tipo III qgue son: Organizacidn fisica del &rea de
trabajo, uso de cabinas de seguridad biolégica (CSB),

seguridad de equipos, procedimientos y del personal.

3.3.6.1. Organizacién fisica del Adrea de trabajo

Una habitacién separada o ‘“Laboratorio de Contencién”
es el indicado para la manipulacidén de todo el material que
se sepa con seguridad o se sospeche pueda ser de cardcter
tuberculoso. Deberd estar a presién negativa en relacion con
el corredor o habitaciones adyacentes. Tendréd no menos de &
preferiblemente 12 renovaciones de aire cada hora. Estarad
equipado con al menos una cabina de seguridad
microbioldgica v tener lavadores con grifos que se puedan

manipular con el codo o con el pie.
3.3.6.2. Cabinas de Seguridad Biclégica (CSB)
Hay dos tipos de C(SB apropiadas para trabajar con los

bacilos de la tuberculosis en los “Laboratorics de

Contencién': de Clase 1I; de proteccidn exhaustiva, de Clase
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.II; de filujo laminar. Se podra trabajar ‘con cualguiera de

las dos.

El principio de las CSB es transportar los aercsoles
dispersos en el aire dentro de la cabina, hacia filtros de
aire e impedir el ingresoc de particulas extrafias a la misma.
Poseen filtros de alta eficiencia que estan disefilados para
retener el 99 por ciento de todas las particulas de 0.3

micras o mayor tamafio.

ﬁas CSB protegeran al usuario de aeroscles pero nunca
contra sustancias quimicas o material biolésico que sea
vertido dentro de las mismas, jamas se deberd guardar equipo
inecesario dentro d= éstas. Si se usan ldmparas de luz
ultravioleta (UV) éstas tendrdn que ser controladas con un
medidor de radiacidén UV de 253 nandémetros y registrar sus
horas de funcionamiento, se cambiaran cuando la radiacidn
disminuya un 30 por ciento de la inicial. Estas lamparas
tendrdn gque permanecer encendidas por un lapso de 2 horas
después de concluidas las tareas diarias, teniendo en cuenta
que sélo se esterilizard el aire y superficies aledafias a la
lampara. Las entradas vy salidas de aire deberdn controlarse
con un anemémetro para ajustar los indicadores de corriente
de aire, cuando ésta esté por debajo de los limites acordados
para el tipo de cabina, serd necesaric cambiar los filtros de
aire después de ser descontaminados (71, 72).
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3.3.6.3 Seguridad de equipos, procedimientos y perscnal

En todo momento se evitara la formacidén de aerosoles en
el ambiente. Todo el equipo y &rea de trabajo debera de ser
deginfectado con fenol al 5 por ciento § el personal
deberd lavarse las manos y ufias con desinfectante v Jjabdn.
Se usardn guantes y mascarillas desechables, se manipularan
llaves de paso, de gas, etc., con papel desechable, nunca
se sacarda del laboratorio la ropa de proteccidn la cual se
dejara en cuarto especial con rayos ultravicleta. Se
esterilizaréan las batas antes de lavarlas vy todo el
material contaminado. No se guitard el polveoc ni se barrera
el piso en seco; se limpiarda con un trapo humedecido con

parafina.

En cuanto al personal se evaluara 1 buen éstado fisico,
examen radioléglco cada seis meses, reacciénrpositiva a la
tuberculina con PPD (derivado protéico purificade), si la
reaccidén es negativa sSe vacunara al personal con BCG y se
evaluara nuevamente a los dos meses, st ésta es
negativa de nuevo, no se podra trabajar en el labkoratorio
de riesgo tipo III. Se impedira la entrada de psrsonas
extrafias al laboratorio, se brindara educacidn sanitaria v
formacion técnica adecuada para que sea posible la

correcta ejecucidn del trabajo del laboratorio (71, 72).
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3.4 Tuberculosis y SIDA

El SIDA es causado por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH), caracterizade por una deficiencia inmunitaria
grave dque detérmina infecciones oportunistas, malignidades vy
lesiones neurolégicas en individuos sin antecedentes previos

de anormalidad inmunolégica.

El VIH infecta principalmente el subgrupo principal de

células T, definido fenotipicamente como linfocitos T CD4 y
funcionalmente como células inductoras/colaboradoras, las
cuales quedan entonces agotadas dando una desproporcion de
las células CD4 en comparacién con las CD8 supresora. Sin
embargo, el virus es capaz de infectar algunas células no
linfoideas, como los macréfagos vy las células del tedido
nervioso vy probablemente permanece presente durante toda la
vida. A continuacién de la infeccidn por VIH puede
producirse una amplia variedad de efectos cualitativos y
anormalidades funcicnales de las células T, las células B.
Natural Killer y los monocitos/macrdéfagos; es decir estan
afectados todos los componentes del sistema inmunitario (34,

35).

Myvecobacteriun tuberculosis, se comporta como  un
oportunista en los pacientes inmunccomprometidos, el
pProceso de infeccidn estd sujeto a disturbios en el
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equilibrio entre Mycobacterium tuberculosis v los
mecanismos de inmunidad del paciente infectado,. La
tuberculosis es un ejemplo de enfermedad en la cual la
resistencia es mediada por inmunidad celular, por lo gque se
presenta en racientes con SIDA. Los .individuos
homosexuales, los que utilizan drogas por via intravenosa,
las trabajadoras del sexo son grupos de altc riesgo para
infectarse con el VIH v desarrollar posteriormente SIDA o si
va tienen la enfermedad tienen un riesgo significativo de

desarrollar tuberculosis (31, 42-45, 50).

En paises industrializados la tuberculeosis ha tenido un
resurgimiento bastante acelerado gracias al alto porcentaje
de personas infectadas con VIH. En 1993 se hizo un estudio
multiestatal en Estados Unidos con personas con tuberculosis
v SIDA, los resultados demostraron que de las 8,0Si personas
con tuberculosis, 1,138 tenian también SIDA, por 1lo que
VIH/SIDA ha alterado la epidemiologia ds la tuberculosis
(39, 40, 48).

En un estudio retrospectivo, longitudinal, multicéntrico
de pacientes italianos con GSIDA, se contd. con la
participacidon de 23 hospitales de toda Italia, se
investigaron 1,691 pacientes con SIDA diagnosticados en el
periodo de 1888 a 1989. En 1990 se habian obtenido cultivos
positivos de Myecobacterium tubesrculosis de 1890 pacientes,
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todos estos pacientes con recuentos ‘de CD4 menores de

500/mm, se llegd a la conclusidn que en Italia 1la
proporcién de pacienteé con SIDA gque desarrollan tgberculosis
es méas alta Qque en otros paises industrializados y que una
de las principales causas es el nivel tan bajo de linfocitos

y la inmunosupresidén marcada de estos pacientes (47).

La relaciodn entre el VIH/SIDA y tuberculosis en la
ciudad de Nueva York, ha tenido un fuerte impacto ya que la
tuberculosis en esta ciudad se redujo durante la mayor parte
del presente siglc, esta disminucién se observé incluso en
los distritos mds pobres, sobre todo en la parte central de
Harlem. En el aflo de 1979 las tasas de tuberculosis
comenzaron a sublir a la vez gue aumentaban las de virus de
inmunodeficiencia humana (VIH). A mediados de los ochenta se
incrementaron los casos de tuberculeosis, pero no se le dio
importancia al problema hasta que en 1991 se notificaron los
primeros brotes nosocomiales de tuberculosis multirresistente
en personas infectadas por VIH en Miami, Florida y la ciudad

de Nueva York (46).

El hospital de St. Mary en Londres realizd un estudio
rara determinar si realmente la epidemia del VIH desempefia un
papel central en el incremento de la tuberculosis, en

poblaciones VIH seropositivas y seronegativas infectadas con
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micobacterias, el principal patégeno aislado ‘ fue

Mycobacterium tuberculosis y la poblacién mds afectada fue

la VIH seropositiva (49).

La tuberculosis en pacientes con SIDA tiene
diferentes manifestaciones, se pueden encontrar infiltrados
en algunas zonas del pulmdén y parecen no ser comunes las
cavitaciones. Es frecuente encontrar en estos pacientes
linfadenopatia de mediastino e hiliar vy tuberculosis
extratordxica, muchos de los pacientes por toda una serie de
complicaciones asociadas al SIDA mueren antes iniciar
una terapia antituberculosa efectiva, o mueren antes de

terminarla (29).

El diagnéstico de la tuberculosis en pacientes con SIDA
es sumamente dificultoso, va que en éstos pracientes la
presentacion de la enfermedad puede ser inespecifica vy
atipica y un examen al microscopio ¥y cultivo de esputo
presenta menor positividad, lo mejor serd recurrir a las
pruebas rapidas va mencionadas para diagnosticar la

enfermedad (5, 36, 41).

En 1983 se realizd un estudio donde &1 objetivo
principal del mismo era determinar la eficacia y toxicidad
del tratamiento estandar antituberculoso en paclientes con
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infeccidn por VIH. En forma prospectiva se evaluaron 89
pacientes con tuberculosis e infeccion con VIH, los paclentes
reqibiéron isoniazida, rifampicina ¥y pirazinamida con o sin
etambutol, por 2 meses, seguido de isoniazida y rifampicina
por 7 meses. Algunos pacientes reoibieron.otros tratamientos
por crear resistencia o por intolerancia. El 45 por ciento de
los pacientes murié durante el seguimiento de la terapia,
después del tercer mes de tratamiento los pacientes mostraron
mejorias y mostraron cultivos de esputo negativos, con lo gue
se demuestra que los tratamientos c¢lasicos son efectivos
en la mayoria de pacientes con SIDA, pero no en todos

los paclentes (5).

En Japdn se ha encontradoc gque en los ultimos afios las
cepas de Myvcobacterium tuberculosis han adguirido resistencia

principalmente a la rifampicina y la isoniacina (37).

La resistencia de cepas de Mycobacterium tuberculosis a
las drogas antituberculosas es un problema creciente en
todo el mundo y no sdlo en los paises industrializados. En
Alemania se investigd, pacientes hospitalizados a través del
método de las proporciones, el grado dé resistencia a los

medicamentos, v se concluyd que huto incremento

de resistencia a . una v varias drogas,




encontrandose cepas multirresistentes, proponiéndose wun
regimen de cuatro drogas como terapia 1inicial. En base
a lo anterior, todos los paises industrializados han
incrementado el estudio de resistencia como preccupacioén
al incremento de resistencia de las drogas, no tanto de

una manera individual, sino combinada (7, 38).
3.5 Plantas en estudio

Las plantas: Sida acuta., Piper auritunm, Ocimum
micranthum y Stachytarpheta cayennensis serdn estudiadas por
su uso tradicional para el tratamiento de enfermedades
respiratorias en Guatemala (61, B62); v Enterolobium
cyclocarpum se estudiard por su uso popular en Guatemala para
el tratamiento especifico de +tuberculosis, esta planta es
utilizada para tratar esta enfermedad v en la literatura hay

informacién que confirma su uso (61, 63).
3.5.1 Sida acuta (Burm) (Malvaceae)
3.5.1.1 Nombre comin: Escobillo

3.5.1.2 Descripcidn:

Es una hierba de 1 metro de largo, raramente alcanza 1.5
m de alto. Usualmente es erecta, el tallo es peauefio, las
hojas son de forma lanceclada-oblonga a oval o escasamente

lanceolada, de peciocle corto, las flores crecen en forma
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solitaria, el cdliz es angulade de 6-8 cm 'de longitud (84,
65).

3.5.1.3 Origen y distribucién

Estd extendida en el trépico del Viejo Mundo. Fue
introducida y naturalizada en Bermudas, crece en matorrales
en lugares dridos o huUmedo. A menudo es cultivada. Es mas
abundante a bajas altitudes. En Guatemala se encuentra
principalmente en Alta Verapaz, Petén, Izabal, Zacapa, El
Progreso, Baja Verapaz, Chiquimula, Jalapa, Jutiapa, Santa
Rosa, Escuintla, Guatemala, Suchitepéguez, Retalhuleu,

Huehuetenango v San Marcos (65, B3).
3.5.1.4 Usos medicinales

En Guatemala, la decoceidn de la planta es usada para la
tos. En Yucatan, el tallo, hojas y flores son hervidos
Juntos en agua azucarada vy 1la decoccidn es tomada para
aliviar los vresfrios, catarros cronicos, leucorrea vy

hemorragia nasal (85, 63).

Las hojas en forma de cataplasma son aplicadas en
erisipela y furGneculos. Una infusién de la planta macerada
es tomada en Brasil como ténica, febrifuga y como remedio
para hemcrroides, tos, bronguitis y otras complicaciones

pulmonares. La decoccién de las hojas es usada en la

conjuntivitis (64, 65).




3.5.1.5 Composlcién quimica

Las hojJas v tallos contienen saponinas. Las raices
asparagina v efedrina. Las hojas, raices y semillas

contienen un alcaloide atn desconocido (64, 63).

3.5.2 Piper auritum (HBK) (Piperaceae)

3.5.2.1 Nombre comin: Hoja de Jute, cordoncillo, hoja de

Santa Maria.
3.5.2.2 Descripcién

Es un arbusto herbdceo de 2.5 a 5 m de alto, con
tallo grueso. Hojas alternas, elipticas, ovadas a aovadas,
de 15 a 50 cm de largo v 8 a 31 cm de ancho, muy desiguales y
profundamente corazonadas en la base. Flores en espigas

delgadas, 10 a 25 cm de largo y 3 a 5 mm de ancho (61, 62).
3.5.2.3 Origen y distribucién

Nativa el sureste de México hasta Colombia, cultivada y

naturalizada en Cuba y el sureste de la Florida.

3.5.2.4 Usos Medicinales

En Guatemala se utiliza para la presidén alta, dolor
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de ovario, dolor de cabeza, dolores en general, como
sudorifero, diurético, expectorante, vagodilatador,
antinflamatorio brongquial, fiebre, erisipela, angina, ¥ como

anestésico local (81, B2).

3.5.2.5 Composicién guimica

La planta entera contiene aporfina, cefaradiona A v B,
la hoja contiene compuestos fendlicos, aurantiamida I y II,
el fruto contiene  alcaloides, denominados piperina,
piperetina v silvatina, dcido estedrico, linonléico,

triacontano, colestercl, colestanol y B-sitosterol (61, B8Z2).

3.5.3 Ocimum micranthum (Willd.) (Labiatae)

3.5.3.1 Nombre comin: Albahaca silvestre, albahaca de monte,

basin.
3.5.3.2 Descripcitén

Hierba anual erguida, fuertemente aromédtica,
generalmente de 50 cm. de alte, Hojas opuestas delgadas,-de
péciolo corto, ampliamente aovadas u oblongoc—-acovadas,
puntiagudas, . redondeadas o puntiagudas en la base,
irregularmente dentadas. Flores klancas con color lavanda.

Semillas negras, lisas, cubiertas con mucilago (63).
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3.5.3.3 Origen vy distribucidn

Nativa de Honduras, crece desde México hasta el Pera vy

Brasil, principalmente en areas calidas.
3.5.3.4 Usos medicinales ‘

Las ramas se utilizan para dolor de cabeza, como
diurético, para regular la menstruacidédn y para el tratamiento
de resfriados. La hoja se wutiliza contra 1la flebre,
bronquitis, pneumonia, hipertensioén, tratamiento de
resfriados y diarrea, para el dolor de ojo, dolor de oido vy
como digestivo, La planta entera se usa contra calambres vy

dolor de estémago. (63)

3.5.3.5 Composicion gquimica

La hoja contiene aceite esencial, tanines y sapcninas,
el aceite esencial contiene metil-cinamateo, timol, eugenocl ¥y
citral (63).

3.5.4 Enterolobium cyclocarpum (Griseb.) (Leguminosae)
3.5.4.1 Nombre comin: Conacaste, Guanacaste

3.5.4.2 Descripcidn

Es uno de los arboles mas grandes de América Central,

pues llega a medir hasta 30 m de altura vy unos 2 m de
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diametro. Sus hojas son de color verde pdlido de cdliz
tubuloso, frutos lobulados grandes de color castafio,
mesocarpo subcabernoso, semillas grandes en dos hileras (61,

62).
3.5.4.3 Origen v distribucidn

Crece desde el sur de Estados Unidos, México, en toda

la América Central y en Sur América (851, 62).
3.5.4.4 Usos medicinales

La goma que exuda el tronco se usa contra la bronguitis,
el jarabe preparado de la corteza se emplea contra los
resfrios, contra la tuberculosis, sirve para ciecatrizar
granos, la decoccién de la corteza, en gargarismos es
descongestionante d= las mucosas, expechtorante, analgésica
vy para el alivib de la hemorroides con la decoccion del

fruto en bafios de asiento (861, 62, 63).

3.5.4.5 Composicidén quimica

Las hojas ¥ - raiz contienen: flavonoides. glicdsidos
saponinicos, sesguiterpenlactonas, taninos, triterpenos. El
tallo contiene: = flavonoides, glicédsidos saponinicos,
sesguiterpenlactonas y taninos. La semilla v el fruto

contiene: glucdsidos, sesquiterpenlactonas y taninos (82).
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3.5.5 Stachytarpheta cayennensis (Vahl) (Verbehaceae)
3.5.5.1 Nombre comin: Gervao, verbena
3.5.5.2 Usos medicinales

Se utiliza mucho para el tratamiento de dlcera y como
antidcido, desordenes intestinales, también tiene propiedades

hepatoprotectoras y laxantes, fiebre, tos, catarro v resfrio

(66).

3.5.5.3 Composicidén quimica

Es rica en iridoides, alcalcides y triterpenocos, grasas,
resinas, 4&dcido tanico, acido salicilico, citral v geranicl,

flavonoides v aminas (66).
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IV. JUSTIFICACION

El awnento de 1la pandemia de tuberculosis y el
aparecimiento de cepas multirresistentes de Mycobacterium
tuberculosis es un problema creciente en todo el mundo, es
por gllo gque es necesario buscar nuevas alternativas
medicinaleé para el tratamiento de la enfermedad o cuando
menos, descubrir las bases que permitanldesarrollar una droga

antimicobacteriana.

En Guatemala, existen plantas que son utilizadas
empiricamente para el tratamiento de enfermedades
respiratorias, como la tuberculosis. Es necesario contar con
conocimientos cientificos que contribuyan a validar estos
recursos que se emplean popularmente para el tratamiento de
dicha enfermedad, que sean efectivos, de facil obtencidn ¥y
rermitan combatir-las cepas resistentes y multiresistentes de
Mycobacterium tuberculosis. En este estudio se validard la
actividad antimicobacteriana de las siguientes plantas: Sida
acuta, Enterolobium cyclocarpum, Stachytarpheta cayennensis,
Piper auritum y Ocimum micranthum utilizando para ello una
micobacteria de crecimiento réapido: Mycobacterium smegmatis y
Mycobacterium tubérculosis que es de crecimiento lento con el
fin de comparar la inhibicidén que puedan provocar las plantas
hacia las dos especies de micobacterias, con el objetivo de
demostrar si existe una correlacidén entre las dos, para en un

futuro confirmar la actividad de extractos de plantas contra

Mycobacterium tuberculosis de forma méds rapida.
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V. OBJETIVOS

5.1 General

5.1.1

Validar el uso popular de las plantas usadas para

el tratamiente de enfermsdades respiratorias.

5.2 Especificos

5.

o

2.

1

63}

Montar un método capaz de establecer la actividad
inhibitoria in vitro de extractos de plantas frente a

Myecobacterium tuberculosis y Mycobacterium smegmatis.

Demostrar las propiedades inhibitorias In vitro en
el crecimiento de Mycobacterium smegmatis v

Myeoobacterium tuberculosis de extractos hexanicos,

cloroformicos, metandlicos ¥ acuosos de las
rlantas: Sida acuta, Enterolobiwn cyclocarpunm,
Stachytarpheta cayennensis, FPiper auritum y Qcimum

micranthum a las que se les atribuye propiledades

curativas para enfermedades respiratorias.

Demostrar la correlacidn que existe entre los
patrones de susceptibilidad entre las dos

micobacterias en estudio.
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VI. HIPOTESIS

De las 5 plantas en estudio, por lo menos una inhibe
el crecimiento in vitro de las cepas
resistentes v multiresistentes de Mycobacterium

tuberculosis.

Existe correlacidn entre la inhibicién de crecimiento
de Mycobacterium tuberculosis v Mycobacterium

smegmatis, por parte de los extractos de las 5 plantas

en estudio.




VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo

El universo estuvo -constituido por 234 plantas usadas
tradicionalmente para tratar enfermedades respiratorias en

Guatemala.

7.2 Muestra

24 extractos hexdnicos, cloroférmicos, etandlicos y
acuosos de cineco plantas: Sida acuta, Enterolobium
cyclocarpum, Stachytarpheta cayennensis, Piper auritum s
Ocimum micranthum, en estudio por su uso tradicional en el
tratamiento de enfermedades respiratorias en Guatemala, v

cepas de Mycobacterium smegmatis v Mycobacterium
tuberculosis.
7.3 Recursos

7.3.1 Recursos humanos

7.3.1.1 Tesista: Luis Alberto Figueroa Reves.

7.3.1.2 Asesores de tesis:

Lics. Armando C&ceres y Eyda Mendia de Campollo.
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.3.2 Recursos institucionales

.3.2.1 Departamento de Citohistologia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala donde se determiné

susceptibilidad de los extractos de plantas contra

Mycobacterium smegmatis.

.3.2.2 LaBoratorio Nacional de Salud donde

determind 1la susceptibilidad de los extractos de
plantas contra las cepas de Mycobacterium
tuberculosis.

.3.2.3 Laboratorio Microbiolégico de Referencia

quien prestd equipo: liofilizadora, para

de extractos acuosos.

.3.2.4 FARMAYA aportd informacién bibliogrédfica e insumos

para el estudio.

.3.3 Recursos materiales

.3.3.1 Equirpo

- balanza analitica

- autoclave (calor humsdo)

- estufa

- refrigerador

- cabina de seguridad tipo II
- incinerador eléctrico

- incubadora
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pipeteador automatico

degecadora

liofilizadora

H

!

rotavarpor

7.3.3.2 Cristaleria

- tubos de vidrio de 20 X 150

- pipetas Pasteur

- embudos

- beakers de 50 ml, 250 ml y 500 ml

- erlenmeyers de 125 ml, 500 ml y 2000 ml

- probetas graduadas de 10 ml, 50 ml y 1000 ml

£ - cajas de petri
b, - pipetas volumétricas de 1 ml, 5 ml y 10 ml
\\ - balones con boca de borde esmerilado

7.3.3.3 Materiales

gradillas para tubos
- ¢olador
- anillos de metal

- asas bacteriolédgicas

- soporte universal




- mechero Bunsen

- cajas de petri descartables
- tubo con estdndar de McFarland No. 1
- bolsas herméticas

- papel bond

- papel'de envolver

- papel parafilm

- gasa

- algoddn

- marcadores indelebles

- ¢inta testigo

- pita para envolver

7.3.3.4. Reactivos

- hexanc industrial
- metanol a 95 °

- cloroformo industrial

— agua destilada estéril
- solucidén salina estéril

- alcohol a 70 °

- fenol al cinco por ciento

7.3.3.5. Medios de cultivo

- agar Mieller-Hinton
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- agar Middlebrook 7H10 enriguecido
- enrigquecedor QADC

- medio de Lowenstein-Jensen

.3.3.8. Cepas de micobacterias
.3.3.6.1 Cepas de Mycobacterium tuberculosis

Estas cepas se seleccionaron en base a:
La susceptibilidad a drogas antitubercﬁlosas.
Cepa nimerc 425 a nivel del Laboratorio Nacicnal de Salud
de Guatemala, con susceptibilidad conocida a: izoniacida,
estreptomicina, rifampicina y etambutol.
Cepa nimesro 38531 procedente del Laboratorio Nacional de
la Universidad de Wisconsin U.S.A., resistente a 1la
rifampicina.
Cepa nimero 38529 ATCC, resistente a la izoniacida.
Cepa numero 384 del Laboratorioc Nacional des Salud de

Guatemala, resistente a la izoniacida y estreptomicina.,

.3.3.6.2 Cepa de Mycobacterium smegmatis

Se utilizd una cepa ATCC de Mycobacterium smegmatis.

— ¢epa numero 807 ATCC.
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7.3.2.6.3. Controles

7.3.3.6.3.1. Mycobacterium smegmatis

- En el caso de Mycobacterium smegmatis se utilizd como
control positivo, cajas de petri con Trimetropim-
sulfametoxazcle gue inhibieron su crecimiento v como
control negativo, cajas sin antibidtico Que dejaron crecer

la micobacteria.
7.3.3.6.3.2. Mycobacterium tuberculosis

En el caso de Mycobacterium tuberculosis se utilizaron
dos cepas como controles, tanto para 1la calidad de
crecimiento de la micobacteria comec para la evaluacidn del

procedimiento correcto de la técnica vy fueron las siguientes:

—-Cepa control de Mycobacterium tuberculosis nimero H37RV
ATCC, sensible a rifampicina, estreptomicina, izoniacida y
etambutol. Esta cepa es utilizada por los laboratorios que
trabajan con Mycobacterium tuberculosis como control de
calidad.

- Cepa numero 276 del Laboratorio Nacional de Salud de
Guatemala, resistente & isoniazida, estreptomicina,
etambutol y rifampicina.

Ademéds estas cepas se utilizaron como cualauier otra cepa del

presente estudio.
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Para los controles' del método de proporcidén, se
utilizaron las mismas cepas de Mycobacterium tuberculosis
en estudio, sembradas en agar Middlebrook 7HILOQ enriquecido
sin extractos de planta, para permitir su crecimiento sin

ninguna interferencis.
7.4 Procedimiento

7.4.1 Seleccién de Plantas

Se selecclionaron 5 plantas provenientes de una base de
datos que agrupa 234 plantas; el criterio de seleccidn fue
el que estas plantas son usadas tradicionalmente para
tratar enfermedades respiratorias en Guatemala segin reporta

la literatura de la flora de Guatemala (54-81, 63, B4, 88).
7.4.2 Recoleccidn y clasificacioén

Las plantas se recolectaron en el campo, s2gin su lugar
de crecimiento y se identificaron hasta especie con ayuda del
personal de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala.

7.4.3 Extraccisdn

El procedimiento para la obtencién de extractos fue 1la
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siguiente:

Obtencidn de los extractos por extraccidén en un percolador,
con los siguientes solventes; hexano industrial,

o

-cloroformo industrial, metanol a 95 vy agua.
.- Concentrar en el rotavapor.
- Desecar los extractos.

- Los extractos acuosos se obtuvieron por liofilizacidn.

Se utilizaron cuatro solventes de diferentes polaridades
para tener mayor oportunidad de aislar la molecula activa que
fuera capaz de inhibir las micobhacterias en estudio.

7.4.4 Preparacidn de medios

7:4.4.1 Mieller-Hinton

- Se prepard el medio Mieller-Hinton para hacer la prueba de
susceptibilidad con Mycobacterium smegmatis.

- Se procedié a la preparacidn del agar asi:

- Se prepararon tubos con 9 ml. de agar Mieller-Hinton

-~ Se esterilizd v se dejd enfriar a 50 °C.

—'Se prepard el agar planta, para lo cual se agregd 1 ml del
extracto de planta a ensayar, con una concentracién de
20 mz/ml, dando una concentracién final del extracto de 2

mg/ml.




Se prepard el agar planta con los 4 extractos: el hexdnico,

cloroférmico, metandlico y acuoso.

Se wvertid en cajas de petri estériles, luego se dejéd
solidificar yv se incubd a 38 °C para comprobar esterilidad
por 24-48 hrs.

Las cajas se guardaron en refrigeracién hasta el momento
de usarlas.

Como control positivo se utilizaron cajas con agar Mieller-
Hinton con Trimetoprim-sulfametoxazol vy cajas sin

antibidtico como control negativo.

.4.4.2 Middlebrook 7H10

Se prepard el medio Middlebrook 7HI10 de la

siguiente forma:

S5e esterilizd el medio vy se esperd a que estuviera a una
temperatura aproximada de 45 °C.

Se agregd enriquecedores O0OADC (acido oléico, albimina
bovina fraccion V, dextrosa y catalasa) para hacer 1la
rrucba de susceptibilidad con Mycobacterium tuberculesis.
S5e prepararon tubos esteriles con 9 ml. de agar Middlebrook
TH10 enriquecido.

Se agregd 1 ml del extracto de planta a ensayar, con una
concentracidén de 20 mg/ml. La concentracidén final gue fue
de 2 mg/ml.

Se prepard el agar planta con los 4 extractos; el hexédnico,
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7.

7.

clorofdérmico, metandlico vy acuosco.

Se utilizaron cajas con Middlebrook 7H10 enriquecido sin
extracto como control de crecimiento vy cajas con agar mas
extracto, para determinar inhibicidén o resistencia, para

ello se utilizd el método . .de proporcidn.
4.5 Inoculacidn

4.5.1 Mycobacterium smegmatis

La inoculacidén se hizo de la siguiente manera:
Se purificéd el microorganismo a ensayar inoculdndolo en
un tubo con 8 ml de agar tripticasa de soyva inclinado v
fue incubado a 368 °C durante 24 hrs.
Se inoculdé una asada del cultivo microbiano puro en un tubo
con” 5 ml de caldo tripticasa de soya, y fue incubado
durante 24 hrs. a 38 °C.
Se diluyd 0.1 ml de la suspensién anterior en 10 ml de agua
destilada estéril (dilucién 1:100) y se compard con el
estandar de McFarland No.1l.
Se sembré wuna asada con ﬂ?vobacterium smegmatis en las
cajas con agar Mieller-Hinton y los extractos de plantas en
estudio, por triplicado.
Se dejd reposar durante 5 a 10 minutos y se incubd a 36 °C

por 24 hrs.
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7.4.8.2 Mycobacterium tuberculosis

- Se resembraron las cepas en estudlo en Lowenstein-Jensen.

- Se incubaron a 37 °C durante cuatro semanas

- Se homogenizaron las colonias de Mycobacterium tuberculosis
mediante agitacién mecdnica en un tubo con 0.5 ml de égua
destilada estéril, con perlas de vidrio estériles por 5
minutos con el fin de obtener una suspensidén.

- Se comparé la turbidez. de 1la suspensidn obtenida con
el estandar de McFarland No. 1

- 5e hicieron dilucicnes 1:10 y 1:1000

- Se sembraron 3 gotas de cada dilucién sobre el agar
Middlebrook 7H10 enriguecido, mezclado con los extractos de
plantas en estudio, por goteo, sin estriar con asa por

. duplicado.
- Se dejaron reposar‘por 15 minutos a temperatura ambiente.
- Se guardaron individualmente las cajas de petri en bolsas

herméticas para evitar desecacidn.

7.4.6 Interpretacién de resultados
7.4.6.1 Mycobacterium smegmatis

La interpretacidn de resultados se realizo de la
sigiente manera:

~ 51 hubo crecimiente homogéneo a lo largo del indculo

entonces la actividad antimicobacteriana del extracto fue

negativa.
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- 3i hubo alteraciones morfolégicas en las coloniaé entonces
la actividad inhibitoria fue parcial.

- Si° hubo presencia de colonias fuera del iﬁéculo, fue
contaminacidn.

~ 81 no hubo crecimiento, fue porque el extracto tuvo

actividad antimicobacteriana positiva.

7.4.6.2. Mycobacterium tuberculosis

La interpretacién de resultados se realizé de la
siguiente manera: se compard el crecimiento de las cepas en
estudio en agar con extractos de plantas, con el crecimiento
de las cepas en estudio en agar sin extractos de plantas.

Se utilizé el método de proporcidn para determinar
si hubo inhibicién o no. Este método consiste en la
divisién del nidmero de colonias que crecieron en el agar con
extracto, dentro del nimero de colonias que crecleron en el
agar sin extracto por cien. 51 se obtiene un resultado con
un porcentaje menor que diez se dice que hay susceptibilidad

¥ 81 e&s mayor se dice gue hay resistencia (33).
7.4.7 Determinacidén de la concentracién minima inhibitoria

~ Se ensayaron cantidades decrecientes del extracto vegetal

con actividad positiva antimicobacteriana.

-55-



7.5 Disefio estadistico

Se trabajdé con un disefio de investigacidn de tipo

experimental, donde el muestreo fue la recoleccidn por

conveniencia de las plantas a estudiar. Los tipos de
variables fueron: variable independiente: extractos de
prlantas de una misma concentracion. Variable dependiente:

fue el resultado de 1la inoculacién; inhibicidén o no del
crecimiento de las micobacterias. Se trabajdé con una escala

nominal no paramétrica de inhibicién o no inhibiciodn.

7.6 Comparacién de resultados de inhibicidn

Al final de la fase experimental se compararon los
resultados de inhibicién . antimicobacteriana de los extractos
de las rlantas tanto las 5 cepas de Mycobacterium
tuberculosis, la sensible, 3 de mediana resistencia y la
multiresistente con 1la cepa de Mycobacterium smegmatis.
Cada micobacteria se trabajo por separado, Mycobacterium
smegmatis se trabaj® en el Departamento de Citohistologia
de la Facultad de Ciencias @Quimicas y Farmacla de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. Se trabajd primero
por sSer una micobacteria de crecimiento rdpido ¥y por no
necesitér cuidados extrictos como los gue hay que tomar con

las cepas patdogenas resistentes y multiresistentes de

-56~




Mycobacterium tuberculosis. Las pruebas de susceptibilidad
con Mycobacterium tuberculosis se trabajaron después,
pPor necesitar mas tiempo para gque las micobacterias se

desarrollen, wutilizando cepas Jjovenes. Estas pruebas se

‘realizaron en el Laboratorio Nacional de Salud por contar

con el adrea de trabajo y normas de bioseguridad adecuadas.
Al finalizar las pruebas de susceptibilidad obtenidas por
separado con los extractos de plantas se compararon los
resultados de inhibicién de las dos micobacterias Yy se

determind la correlacidn.
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VIII. RESULTADOS

El desarrollec del presente estudioc se llevéd a c¢abo en
dos partes, la primera consistié en demostrar la actividad
inhibitoria in vitro de los extractos hexanicos,
clorofdérmicos, metandlicos y. acuosos de las plantas: Sida
acuta, FPiper auritum, Ocimun micranthum, Stachytarpheta
cayennensis y Enterolobium cyclocarpum contra Mycobacterium
smegmatis y la segunda en demostrar la actividad inhibitoria
contra Mycobacterium tuberculosis. Los resultados obtenidos
en la primera parte son los siguientes:

Tabla 1.
Determinacién de la actividad antimicobacteriana de extractos

de plantas contra Mycobacterium smegmatis a una concentracién
de 2 mg/ml.

rlanta
parte Extractos
2 mg/ml (concentracidn) usada E-1 E-2 E-3 E-4
Sida acuta hoja - - - +
Plper auritum hoja - - - -
Ocimum micranthum hoja - - - -
Stachytarpheta cayennensis " hoda - - - -
Enterolobium cyclocarpum hoja + + + +
Enterolobium cyclocarpum corteza + + + +

Extractos: E-1= hexdnico, E-2Z= clorofdérmico, E-3= metandlico,
E-4= acuoso. + = inhibicién, - = no inhibicidn.
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Los extractos gque mostraron actividad inhibitoria a una

concentracidén de 2 mg/ml fueron el extracto acuoso de las
hojas de Sida acuta y los hexanicos, cloroférmicos,
metandlicos y acusosos de Enterolobium cyclocarpum de hojas y
corteza.

Posteriormente se determind la concentracidn minima
inhibitoria de los extractos que presentaron actividad contra
Mycqbacterium smegmatis a una concentracidn de 2 mg/ml, como
g2 observa en la tabla 2.

Tabla 2.
Determinacion de 1la concentracion minima inhibitoria de

extractos gue presentaron actividad contra Myvcobacterium
smegmatis con una concentracidén de Zmg/ml.

Planta parte extracto concentracién
(mg/ml)
usada 2 1 0.5
Sida acuta hoja  E-4 4+ - -
Fntercolobium cyclocarpum hoja E-1 + - -
Enteroclobium cyclocarpum hoja E-2 + - -
Enterclobium cyclocarpum hoja E-3 + - -
Enterolobium cyclocarpum hoja E-4 + - -
Enterolobium cyclocarpum caorteza E-1 + - -
Enteralobium cyclocarpum corteza E-Z + - -
Enterclobium cyeclocarpum corteza E-3 + - -
Enterolobium cyclocarpum corteza E-4 + - -

Extractos: E-1= hexdnico, E-2= cloroférmico, E-3= metandlico,
E-~-4= acuoso. + = inhibicién, - = no inhibicién.
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Ningin extracto -de planta mostrd actividad contra
Mycobacterium smegmatis por debajo de 2 mg/ml.

La segunda parte consistid en la determinacidn de la
actividad inhibitoria de los extractos de plantas contra
cepas de Mycobacterium tuberculosis. Los resultados se

muestran en la tabla 3.
Tabla 3.

Demostracién de la actividad antituberculosa de extractos de
hojas de las plantas en estudio a una concentracidén de 2
mg/ml, contra cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Sida acuta E-1 + + + + -
E-2 + + + + -
E-3 + + + + -
E-4 - - - - -

Piper auritum E-1 + + + + -
E-2 - - - - -
E-3 + + + + +
E-4 - - - - -

Oecimum micranthum E-1 + + + + -
E-2Z + + + + -
E-3 + + + + -
E-4 - - - - -

Stachytarpheta

cayennensis E-1 + - - + -
E-2 - - - - -
E-3 + + + + +
E-4 - - - - -

Extractos: E-1= hexdnico, E-2= cloroférmico, E-3= metandlico,
E-4= acuoso. + = inhibicidn, - = no inhibicidn.

Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=
resistente a 1izoniacida, D= resistente a 1izonilacida vy
estreptomicina, E- multiresistente.
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Durante la segunda parte del estudio, los extractos que

mostraron actividad inhibitoria in vitro contra las cepas
de Mycobacterium tuberculosis a una concentracidén de 2
mg/ml fueron los siguientes: los extractos hexdnico,
clorcférmico ¥ metandlico de la planta Sida acuta mostrarpn
actividad inhibitoria contrar todas las cepas en estudio

excepto la multiresistente.

De la planta Piper auritum los extractos gque mostraron
actividad inhibitoria fueron el hexdnice, gue inhibid a todas
las cepas en estudio a excepcidn de la multiresistente v el

metandlico que inhibid el crecimiento de todas las cepas.

Con la planta Ocimum micranthum los extractos que
mostraron actividad inhibitoria fuercn el hexanico,
clorciérmico ¥y metandlico gue inhibieron todas las cepas en

estudio excepto la multiresistente.

El extracto hexdanico de la planta Stachytarpheta
cayvennensis mostrd actividad inhibitoria contra dos cepag: la
multisensible v la resistente a la izoniacida vy

estreptomicina.

For ultimo los extractos del 4&drbcl FEnterolobium

cyclocarpum que mostraron actividad inhibitoria contra cepas

de Mycobacterium tuberculosis se presentan en la tabla 4.




Tabla 4.

Demostracidén de la actividad inhibitofia contra Mycobacterium
tuberculosis que presentaron log extractos de Enterolobium
eyclocarpum con una concentracién de 2 mg/ml.

corteza E-1 - - - - -

Extractos: E-1= hexdanico, E-2= cloroférmico, E-3= metandlico,
E-4= acuoso. + = inhibicidén, - = no inhibicién.

Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=
resistente a izoniacida, D= resistente a izoniacida vy
estreptomicina, E= multiresistente.

De los extractos de hoja de Enterolobium cyclocarpum,
el hexdnico inhibié Gnicamente la cepa multisensible y la
resistente a izoniacida ¥ estreptomicina, mientras que el
metandélico mostrd inhibicién contra todas las cepas. Con
respecto a los extractos de 1la corteza uUnicamente el
cloroférmico mostré actividad inhibitoria contra todas las
cepas,
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Por altimo se determine la concentracldén minima
inhibitoria de 1los extractos que mostraron actividad
inhibitoria contra las cepas de Mycobacterium tuberculosis

a una concentracion de Z mg/ml.

Tabla 5.

Determinacidén de la concentracidén minima inhibiteria de los
extractos gque mostraron actividad inhibitoria contra las
cepas de Mycobacterium tuberculosis

Planta Extracto Cepa
& B C D
Xy z XV Z Xyz XYy 2
Sida acuta E-1 + - - T
E-2 + + - I R
E-3 + - - + - = + - - 4+ = =
Fiper auritum E-1 + - = + - - + - - + - =~
E-3 + - - + - - 4+ = = 4 - =
Ocimum micranthum E-1 + - - - - + - - 4+ - =
E-2 T T T S
E-3 + - - + - = 4+ - = 4 = =
Stachytarpheta E-3 + - - + - - 4+ - = 4 = =
caysnnensis
Enterolobium E-3 + — - + - = - - 4 = -
cyclocarpum
(hoja)
Enterolobium E-2 + - - + - = 4+ - = % = =
cyclocarpum

(corteza)

Extractos: E-1= hexdnico, E-2= cloroférmico, E-3= metandlico,

+ = inhibicidén, - = no inhibicidn.
Cepas: A= multisensible, B= resistente a la rifampicina, C=
resistente a 1la izaoniacida, D= multiresistente.

Conecentracién (mg/ml.): x= 2, yv= 1., z= 0.5,
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Unicamente el extracto clorofdérmico de Sida acuta mostrd
inhibicién a wuna concentracién de 1l mg/ml contra la cepa
multisensible de Mycobacterium tuberculosis. Se utilizé el
método de Proporcién para determinar 5i existiéd
susceptibilidad o resistencia de Mycobacterium tuberculosis
con los extractos de plantas, encontrandose que hubo

susceptibilidad a los extractos de las cepas de Mycobacterium

tuberculosis a una concentracién de 2 mg/ml (Anexo 2, tablas

6-10).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En la poblacién guatemalteca el uso de las plantas
medicinales es una prdctica popular, sin embargo existe poca
investigacidn cientifica gque demuestre las propiedadss

curativas que se le atribuyven.

Recientemente han despertado interés los resultados
positivos obtenidos con extractos vegetales, estimulando la

investigacidn farmacolégica y clinica (1. 58, 80).

En base a estos antecedentes se realizéd el presente

» éstudio eligiéndose 5 plantas que +tradicionalmente se usan
para el tratamiento de enfermedades respiratorias en
Guatemalaﬁy cepas de Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium

tuberculosis.

El objetivo principal dsl estudio fué demostrar la
actividad inhibitoria in vitro de 1los extractos de estas
cinco plantas elegidas contra Mycobacterium tuberculosis con
el fin -de encontrar tratamientos alternativos contra la
tuberculosis y ayudar en un futurc a los pacientes gue
padecen de ésta enfermedad, con cepas multiresistentes a

antimicobacterianos de eleccién. En el desarollo del estudio

se encontrd que 11 de los 24 extractos demostraron actividad




\

inhibitoria contra al menos uné cepa de Mvecobacterium
tuberculosis a una concentracidén de 2 mg/ml, lo cual es
alentador y suglere una confirmacién posterior de los mismos,
para poder asi aislar las moléculas activas presentes en los
extractos, <que puedan llegar a ser en el futuro wun
tratamiento natural alternativo par§ los pacientes infectados
con cepas de Myvecobacterium tuberculosis multiresistentes.
Con lo anteriormente mencionado se valida la primera de las

dos hipétesis planteadas en este estudio.

Se encontrdé que el extracto cloroférmico de la planta
Sida acuta inhibié el crecimiento de una cepa ds
Mycobacterium tuberculosis con una concentracién de 1 mg/mil
(tabla 5), lamentablemente esta cepa fué la multisensible,
por lo gque no se le puede dar la misma importancia si la
inhikicidn se hubiera encontrado en cepas que son resistentes

a por lo menos una droga antituberculcesa.

No se pude encontrar la proporcién critica de los
extractos que mostrarcon actividad inhibitoria contra las
cepas de Mycobacterium tuberculosis, porque lamentablemente
con los extractos de rlantas por ser de cardcter
experimental, no tienen ninguna tabla de proporciones
criticas de extractos usados como drogas antituberculosas
comprobadas y efectivas (Anexo 1) (72). Por ello no se puede

comparar los resultados de proporcidon obtenidos con ningin
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patrén de resistencia conocido de extractos de plantas,

simplemente proporcionan resultados concretos de inhibicién
0 resistencia a determinada  concentracién. Con la
informacién proporcionada se contribuye a establecer las
bases para abrir paso a posteriores estudios que incrementen
la- informacién sobre actividad inhibitoria in vitro de

extractos de plantas contra Mycobacterium tuberculosis.

Otro obdetivo del estudic fue el de demostrar la posible
correlacién existente entre Myrecobacterium smegmatis vy
Mycobacterium tuberculosis, con el fin de montar un método
capaz de establecer, la actividad inhibitoria in vitro de
extractos de plantas frente a Mycobacterium tuberculosis de

manera mas rapida.

De las cinco plantas Enterolobium cyclocarpum
presentd la misma actividad inhibitoria contra las dos
micobacterias a una concentracidn de 2 mg/ml, sin embargo

esta relacién séloc se manifestdé en el extracto metandédlico,
extraido de la hoja y el extracto cloroférmico extraido de
la corteza de la misma. El resto de extractos no mostraron
correlacién alguna en lo gqgue respecta a inhibicién

antimicobacteriana entre las dos especies de micobacterias.

Con estos resultados obtenidos en la parte experimental,

se demostrd que la correlacidén esperada entre Mycobacterium
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smegmatis y Mycobacterium tuberculosis no es exacta ¥ no

proporciona resultadoé similares o reproducibles entre las

dos mlcobacterias, 1lo que invalida la segunda hipotesis

planteada en este estudio.

-88-




X. CONCLUSIONES

De los 24 extractos del esatudio, 11 provocaron inhibicién
por lo menos de una cepa de Mycobacterium tuberculosis

con  una concentracion de 2 mz/ml.

No existe correlacidn en .la inhibicidn de crecimiento

entre ambas micobacterias.

S2 demostrd que los extractos metandlicos d= las plantas
Piper auritum, Stachytarpheta cayennensis, Enterolobium
cyclocarpum v el cloroformico d= la corteza d= esta
ultima, son capaces dé inhibir el crecimiento de cepas
multiresistentes de Mycobacterium tuberculnsis in vitro a

una cconcentracidon de 2 mg/ml.
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XI. RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio para alslar las moléculas
activas presentes en los extractos de plantas
capaces de inhibir el crecimiento micobacteriano,

principalmente de cepas de Mycobacterium tuberculosis

multiresistentes.

Seguir con la demostracidén del efecto inhibitorio de
los extractos estudiadons contra otros microorganismos

causantes de enfermedades respiratorias.

Evaluar 1a toxicidad aguda v crdénica de los extractos
y las moléculas activas, que muestran actividad
inhibitoria de crecimiento de cepas de Mycobacterium

tuberculosis, en animales de laboratorio.

Realizar estudios con cepas de Mycobacterium
tuberculosis para determinar las proporcliones

criticas de 1los extractos de plantas gque muestren

inhibicién de crecimiento de la micobacteria.
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XIII. ANEXOS

ANEXO 1

La proporcidén critica o criterio de resistencla. es la
proporcién de mutantes resistentes de una poblacién bacilar

por encima de la cual la cepa es considsrada resistente.

CUADRO 1

Criterios de resistencia del Mycobacterium tuberculosis a las
drogas antituberculosas.

Quimioterapiceos vy Concentracidn Proporcion
antibidticos ug/ml critica (%)
‘Izoniacida o2 1
Estreptomicina 4.0 1
Acido para aminosalicilico
sal sddica 0.5 1
Eifampicina 40.0 1
Etambutol 2.0 1
Ethionamida 20.0 10
Kanamicina sulfato 20.0 10
Tioacetazona ' 2.0 10
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ANEXD 2

El método de proporcién se utilizd para detérminar si
~hubo inhibicién o no y consiste en lo siguiente: La divisién
del numero de colonias que crecieron en el agar con extracto,
dentro del numero de colonias que crecieron en el agar sin
extracto por cien. Si se obtiene un resultado con un
porcentaje menor de diez se dice que hay susceptibilidad y =i

es mayor se dice gues hay resistencia (33).

formula:

numero de colonias que crecieron
en el agar con extracto

———————————————————————————————— X cien = porcentaje de
namero de colonias que crecieron resistencia.
en el agar sin extracto

(control)
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Tabla 6.

Demostracién de la actividad antituberculosa de extractos de
hojas las plantas Sida acuta y Piper auritum a una
concentracién de 2 mg/ml, contra cepras de Mycobacterium
tuberculosis.

Cepas
Extractos A B C D E
1 3 1 3 1 3 1 3 1 3
nc¢ nc nc nc nc nc nc nc ne nc
Sida acuta
E-1 0 0 0 Q 0 0 0 0 200 80
O 0 0 0 0 0 0 0 198 76
E-2 2 0 4 0 0 0 6 0 INC 189
1 0 1 0 0] 0 0 0 INC 184
E-3 0 0 QO 0 0 0 0 0 INC 60
0 0 0 0 0 0 0 0 INC 54
E-4 INC 33 INC 100 INC 44 INC B8 INC 142
INC 29 INC 94 INC 40 INC 58 INC 131
Piper auritum
E-1 4] 0] 0 0 0 0 0 0 INC 184
0 0 0 0 0 ¢ 0 0 INC 176
E-2 98 19 94 23 130 34 i28 30 INC 200
102 15 90 20 131 30 129 28 INC 195
E-3 0O 0 0 0 O 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E-4 INC 50 INC 78 INC 58 INC 90 INC 202

INC 48 INC 74 INC 60 INC 90 INC 201

control INC 89 INC 140 INC 120 INC 98 INC 200

INC 85 INC 136 INC 125 INC 102 1INC 209
Extractos: E-1= hexdnico, E-2= cloroférmico, E-3= metandlico,
E-4= acuoso.
Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=
resistente a izoniacida, D= resistente a lizoniacida v
estreptomicina, E= multiresistente.
dilucién de micobacterias: 1= 1:10, 3= 1:1000.
nc: numero de colonias que crecieron.
INC: incontable ntmero de colonias que crecieron.
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Tabla 7.

Demostracién de la actividad antituberculosa de extractos de
hojas de 1las vplantas Ocimum micranthum y Stachytarpheta
cayennensis a una concentracicn de 2 mg/ml contra cepas de
Mycobacterium tuberculosis.

Cepas
Extractos A B C D E
1 3 1 3 1 3 1 3 1 3
nc ne nc ne nec nc nc no nc nc
Ocimum micranthum
E-1 0 0 0 0 0 0 0 0 INC 78
o0 0 0 0 0 0 0 0 INC 81
E-2 0 0 0 0 0 0 0 O INC 44 |
0 0 1 0 1 0 0 s INC 40
E-3 0 0 0 0 0 0 0 0 INC 87
0 0 0 0 0 0 0 0 INC 70
" E-4 INC &8 INC 68 INC 81 INC 239 INC 180
INC 85 INC 80 INC 78 INC 42 INC 184
Stachytarpheta cayennensis
E-1 ' 0 0 INC 75 240 38 0 0 INC 148
0 0 INC 72 422 32 0 0 INC 140
E-2 INC 44 INC 57 INC 22 INC 24 INC 172
INC 40 INC 53 INC 19 INC 20 INC 176
E-3 2 0 0 0 0 G 0 0 0 Q
0 0 0 0 0 ] 0 0 0] 0
E-4 INC 49 INC 33 INC 28 INC 31 INC 188

INC 44 INC 30 INC 23 INC 29 INC 182

Control INC 89 INC 140 INC 120 1INC 98 INC 200

INC 85 INC 136 INC 125 1INC 102 INC 209
Extractos: E-1= hexanico, E-2= cloroférmico, E-3= metanélico,
E-4= acuoso.
Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=
resistente a izoniacida, D= resistente a izoniacida v
estreptomicina, E=- multiresistente.
dilucién de micobacterias: 1= 1:10 vy 3= 1:1000.
nc: numero de colonias que crecieron.
INC: incontable numero de colonias. que crecieron.
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Tabla 8.

Demostracién de la actividad inhibitoria contra Mycobacterium
tuberculosis que presentaron los extractos de Enterolobium
cyclocarpum con una concentracién de 2 mg/ml.

Cepas
Extracto A B C D E
1 3 1 3 1 3 1 3 1 3
nc nc nc nc nc nc nc nc nc nc
hoja
E-1 0 0 220 33 248 40 0 0 INC 82
0 0 217 29 253 44 0 0 INC &0
E-2 122 19 168 24 189 33 221 55 INC 45
126 22 166 27 182 31 215 80 INC 41
E-3 0 0 0 0 1 0 0 0 0] 0
0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E-4 247 44 180 35 155 24 201 Z8 INC 86
240 40 186 32 152 20 197 24 INC 89
Cortezsa
E-1 136 29 178 44 180 31 120 21 INC 77
132 32 176 41 184 35 125 23 INC 81
E-2 0 0 0 0 0 0 0 o 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E-3 166 29 180 24 221 55 200 35 INC 98
162 27 177 22 225 583 204 38 INC 385
E-4 80 24 94 22 77 20 122 30 INC 135

84 22 96 25 74 17 121 28 INC 130

Control INC 89 INC 140 INC 120 INC 98 INC 200
INC 85 INC 138 INC 125 INC 102 INC 209

Extractos: E-1= hexdnico, E-2= cloroférmico, E-3= metanélico,

E-4= acuoso.

Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=

resistente a 1zoniacida, D= resistente a izoniacida ¥y

estreptomicina, E= multiresistente.

dilucidén de micobacterias: 1= 1:10, 3= 1:1000

nc: numero de colonias qQue crecieron.

INC: incontable ntmero de colonias que crecieron.
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Tabla 9.

Demostracion de la actividad inhibitoria de crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis, que presentaron los extractos de
hojas de las plantas; GSida acuta, Piper auritum, QOcimum
micranthum y Stachytarpheta cayennensis a una concentracidn
de 2 mg/ml, por el método de proporcién.

Extractos ) B C D E
P % D % P % P % P %

Sida acuta ‘
o o 0 0 o 0 0 0 0 78 38 \
E-2 0 0 0 0 0 0 0 0 187 81
E-3 Q 0 0 0 0 0 0 0 57 30
E-4 31 38 97 70 42 34 57 B7 137 87
Piper auritum

-1 0 0 0 0 0 0 0 0 180 88
-2 100 15 22 18 32 26 28 29 188 97
-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
-4 49 58 58 54 58 47 S0 80 201 98
Ocimum micranthum
E-1 0 0 0 0 0 0 0 0 79 39
E-2 0 0 0 0 0 0 0 0 42 24
E-3 0 Q 0 0 0 0 0 0 69 34
E-4 87 77 63 48 80 65 41 41 182 88
Stachytarpheta cayennensis

E-1 0 0 74 53 35 28 0 0 143 70
E-2 42 48 b5 40 21 17 22 22 174 85
E-3 0 18 0 0 0 0 0 0 0 0
E-4 47 54 32 23 25 20 30 30 185 80
Extractos: E-1= hexdnico, E-2= cloroférmico, E-3= metanélico,

E-4= acuoso.

Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=
resistente a izoniacida, D= resistente a izoniacida vy
estreptomicina, E= multiresistente.

P: numero de colonias promedio que crecieron a una dilucién
de 1:1000,

%: porcentaje obtenido por el método de proporcidn.
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Tabla 10.

Demostracidn de de la actividad inhibitoria de crecimlento de
Mycobacterium tuberculosis que presentaron los extractos de
las hojas y corteza de Enterolobium cyclocarpum a una
concentracion de 2 mg/ml, por el método de proporcidn.

Cepas
Extractos A B C D E
o) % P .4 P % P % P %

hojas

E-1 0 0 31 22 42 34 0 0 61 30
E-2 21 24 26 19 32 26 58 58 43 21
E-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E-4 42 48 34 25 22 18 26 286 88 43
Corteza

E-1 31 386 43 31 33 27 22 22 79 39
E-2 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0
" E-3 28 32 23 17 57 46 37 37 97 48
E-4 23 26 24 17 19 15 29 29 133 65

Extractos: E-1= hexénico, E-2= cloroférmico, E-3= metandlico,
E-4= acuoso.

Cepas: A= multisensible, B= resistente a rifampicina, C=
resistente a izoniacida, D= resistente a izoniacida y
estreptomicina, E= nultiresistente.

P: numero de colonias promedio que crecieron a una dilucidn
de 1:1000.

%: porcentaje obtenido por el método de Proporcion.
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