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l. RESUMEN

Las plantas medicinales son plantas que en uno o mas de sus 6rganos contiene sustancias
que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica para prevenir, atenuar o curar un estado
patolégico; dando lugar a tratamientos menos agresivos o que son precursores para la
semisintesis quimico-farmacéutica. En la poblacion guatemalteca el uso de plantas
medicinales es una practica popular y muy comun por lo que su utilizacion sigue una linea
ascendente que ha permitido el uso de los recursos naturales para el tratamiento tradicional

de diferentes enfermedades.

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad infecciosa, provocada en la mayor parte de
casos por Mycobacterium tuberculosis, la cual se trasmite principalmente por contacto
interpersonal intimo a través de la inhalacion de aire con particulas infectadas, rara vez se
adquiere por ingestion o heridas cutdneas. Su comienzo suele ser insidioso, manifestando

sintomas inespecificos como malestar general, pérdida de peso, tos y sudoracion nocturna.

El diagnéstico de la tuberculosis se basa en las manifestaciones clinicas, radioldgicas,
anatomia patologica que son muy inespecificos y en la confirmacion mediante técnicas
bacteriologicas y seroldgicas. Su tratamiento se fundamenta en la asociacion de los
farmacos para evitar la seleccion de resistencia y la necesidad de tratamientos prolongados

para poder matar a todos los bacilos en sus diferentes fases de crecimiento.

En este estudio se determinod la actividad micobactericida de cinco arboles utilizados
popularmente en infecciones pulmonares, los cinco extractos etandlicos utilizados fueron
Cecropia obtusifolia (guarumo), Bursera simaruba (palo de jiote), Guazuma ulmifolia

(caulote), Byrsonima crassifolia (nance) e Hymenaea courboril (guapinol).

Esta evaluacion se realizé por medio del bioensayo colorimétrico de bromuro 3-(4.5-
dimetiltiazol-2-y 1)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), en el cual el cambio de coloracién de los

pozos permite establecer la presencia de la actividad micobactericida de los extractos de los



arboles, asi como la concentracion en la que se presenta. Se logrd determinar que ninguna
de las plantas evaluadas present6 actividad contra M. tuberculosis ATCC H37Rv en un
rango de concentracion de 100 a 6.52 pg/ml. Solamente B. simaruba presentd actividad

contra M. smegmatis ATCC 607, a una concentracion minima inhibitoria de 50 pg/ml.

Con este trabajo se logré validar el micrométodo colorimetrico MTT con cepas ATCC,
para establecer la actividad micobactericida in vitro de extractos de arboles, obteniéndose
resultados repetibles y se determin6 la actividad bactericida de los extractos de arboles
contra M. smegmatis y M. tuberculosis, encontrando que los resultados obtenidos no se

correlacionaron entre si para ambas micobacterias.

La diversidad bioldgica de Guatemala ha permitido el uso de los recursos naturales para
el tratamiento tradicional de diferentes enfermedades, por lo que es necesario llevar a cabo
este tipo de estudios para validar la utilizacion de tratamientos naturales para la

tuberculosis.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, transmisible que es provocada por la
bacteria Mycobacterium tuberculosis. Este es un bacilo acido-alcohol resistente, aerobio, no
esporulador, de crecimiento lento y resistente al frio, congelacion y desecacion, muy
sensible al calor, luz solar y ultravioleta. La via principal de infeccion es la inhalacion de
aire con particulas infectadas que alcanzan la via aérea terminal, donde son ingeridos por
los macréfagos alveolares, los bacilos comienzan a multiplicarse y destruyen las células
fagociticas.El diagndstico es bacterioldgico y se basa principalmente en la baciloscopia,
en casos mas dificiles es el cultivo. Al igual que en los signos caracteristicos de la
tuberculosis que son hemoptisis y dolor toraxico. Se complementa con examenes de
gabinete como las radiografias que muestra lesiones en placas, principalmente en zonas
apicales posteriores. La tuberculosis es una de las principales enfermedades cronicas y
oportunistas en Guatemala, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Esta
infeccion, es la segunda causa de morbilidad en la poblacion guatemalteca. El tratamiento
de la tuberculosis se fundamenta en dos grandes bases bacterioldgicas, la asociacion de los
farmacos para evitar la seleccion de resistencia y la necesidad de tratamientos prolongados
para poder matar a todos los bacilos en sus diferentes fases de crecimiento. Los farmacos de
primera linea para el tratamiento de la tuberculosis son isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol y estreptomicina, los cuales se administran durante 6 u 8 meses.
Debido a la pobreza y desigualdad econdmica, es necesario usar los recursos naturales para
el tratamiento tradicional de diferentes enfermedades.En este estudio, se determino la
actividad micobactericida de los extractos etanolicos de los arboles Cecropia obtusifolia
(guarumo), Bursera simarouba (palo de jiote), Guazuma ulmifolia (caulote), Byrsonima
crassifolia (nance) e Hymenaea courboril (guapinol) utilizadas para infecciones
pulmonares para asi validar la utilizacion de estos tratamientos naturales. Se valido el
micrométodo colorimétrico de MTT empleando cepas ATCC como control para su
utilizacion en posteriores estudios y se comparo la correlacion entre M. tuberculosis y M
smegmatis, con el fin de montar un método capaz de establecer, la actividad minima

inhibitoria in Vitro de extractos de plantas frente M. tuberculosis de manera mas rapida.



I11. ANTECEDENTES

A. Género Mycobacterium

1. Generalidades

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos o curvos de 3 a 5 um de
longitud. Son bacilos &cido-alcohol resistentes, por lo que la tincion de Ziehl-Neelsen es
util para su coloracion, los cuales aparecen de color rojo brillante sobre un fondo azul.
Estos bacilos son dificiles de tefiir con la tincién de Gram y se observan como bacilos Gram

positivo con tincion irregular (1,2).

Son aerobios estrictos, no formadores de esporas, sin flagelos ni capsula. La
estructura celular de las micobacterias consta de un gruesa pared, separada de la membrana
celular por el espacio peripldsmico, con cuatro capas. La mas interna es el glicopéptido o
peptidoglicano con moléculas de N-acetilglucosamina y acido-N-glucolilmurdmico (en
lugar del habitual N-acetilmuramico) con cortas cadenas de alanina, excepto en M. leprae
donde las cadenas son de glicina. Esta capa es el esqueleto de la bacteria que le da forma y
rigidez. Externamente, hay otras tres capas compuestas, la interior por polimeros de
arabinosa y galactosa, la intermedia formada por 4cidos micoélicos y la superficial formada
por lipidos como los sulfolipidos. El factor cordon, llamado asi por su aparente asociacion
con la forma acordonada con que se agrupan las micobacterias virulentas y el aspecto
morfoldgico en el cultivo. Las cepas mdas atenuadas y avirulentas presentan un patron
aleatorio en cimulos amontonados en penachos sin orientacion caracteristica, mientras que
las cepas mas virulentas adoptan forma de cordones serpenteantes constituidos por bacilos

que se disponen en forma paralela y compacta. (1,3).

La mayoria de la micobacterias se desarrolla de forma adecuada en medios simples que
contienen una fuente de carbono, una de nitrogeno e iones de metales esenciales, entre ellos

hierro y magnesio. Para el aislamiento primario de muestras clinicas, se requiere un medio



mas complejo que contenga una base de patata-huevo o una base de agar-suero. Los bacilos
tuberculosos tienen un crecimiento muy lento incluso en condiciones Optimas y requieren
de 10 a 20 dias de incubacion a 37 grados centigrados. Aunque la proliferacion puede tener

lugar a un pH que oscile entre 6 a 7.6, el pH 6ptimo de crecimiento es de 7 (1).

2. Clasificacion

El género Mycobacterium incluye mas de 100 especies que pueden clasificarse, desde el
punto de vista bacterioldgico en seis grupos en base a su velocidad de crecimiento (rapido o
lento, segun sea inferior o superior a una semana en medio sélido) y produccion de
pigmento en presencia o ausencia de luz (fotocromogeno o escotocromodgeno) como se
muestra en la tabla 1. Estas micobacterias se han descrito como patégenas, patdgenas

oportunistas o saprobias.

3. Micobacterias patégenas al hombre

Segun los sindromes clinicos que causan las especies patdogenas de micobacterias,

estas pueden clasificarse en:

a ) Complejo tuberculosis.

Incluye las especies M. tuberculosis (el principal causante de tuberculosis en humanos),
M. bovis (tuberculosis bovina) y M. africanum (tuberculosis humana en Africa). Esta tltima
tiene caracteristicas intermedias entre M. tuberculosis y M. bovis. Se incluye también M.

microti, productor de tuberculosis en roedores.

Son bacilos 4acido alcohol resistente, Gram-positivo, no espordgenos y resistentes a
muchos desinfectantes, a la desecacion y otros factores adversos del medio, debido a que su

pared tiene un alto contenido de lipidos (4).



Tabla 1 Clasificacion Modificada de Runyon

CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS

Crupo | Fotocromégenas

Grupo 11 Escotocromégenas

Grupo I11 No cromdgenas

M. kansaii a)Pigmento rosa-rojo: M. avium
M. gsiaticum M. lactis M. intracellulare
m :}r;:zﬁﬂ;girg b) Pigmento amarillo-naranja: M. gastri
M. gordonae M. térrea
M. scrofulaceum M. triviale
Grupos de crecimiento lento M. flavescens M. nonchromogenicum
M. szulgai M. malmoense
¢) Pigmento irregular M. haemophilum
M. xenopi M. shimoidef
M. simiae M. celatum
M. ulcerans M. interjectum
M. branderi
M. genavense

Grupo 1V Fotocromégenas

M. marinum

Grupos de crecimiento
répido

Grupo V Escotocrémogenas
a)Pigmento rosa-rojo:
M. engbaecki
b)Pigmento amarillo-naranja:
M. acapulcense
M. aurum
duvalii
gadium
neoaurum
gilvum
obuense
rhodesiae

aichiense

g 22222212

chubuense
M. tokaiense
¢) Pigmento irregular
M. phlef
M. vaccae
M. thermoresistibile
M. parafortuitum
M. diernhoferi
M. smegmatis

M. austroafricanum

Grupo VI No cromégenas

M.
M.
M.

=T 222 2£

fallax
fortultum
chelonae
abscessus
agri

chitae
moriokaiense
confluentis

mucogenicum

No se incluyen en esta clasificacion especies que no suelen aislarse de productos patologicos humanos, sino ambientales como: M. alvei, M.

Tomado de Casal M, et al. Procedimientos en Microbiologia Clinica. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades

Infecciosas y Microbiologia Clinica.(1)



b ) Complejo lepra.

Se incluyen las especies M. leprae (bacilo de Hansen) productor de la lepra humana, y

M. lepraemurium, que produce lepra en roedores (5).

M. leprae causa una enfermedad granulomatosa crénica que afecta primariamente la
piel y los nervios periféricos y secundariamente algunos organos internos como los
testiculos y los ojos, las visceras raramente son afectadas. Dependiendo de la resistencia del
huésped, la lepra puede presentarse como una enfermedad benigna (lepra tuberculoide) o
como una enfermedad maligna (lepra lepromatosa), pero también puede presentarse en
formas intermedias. M. leprae es un microorganismo no cultivable in vitro que crece
experimentalmente en varios animales incluyendo el armadillo, primates no humanos y

roedores (6).

¢ ) Otras micobacterias.

Incluye aquellas no comprendidas en los dos grupos anteriores, algunas de ellas suelen
ser patdgenas, otras pueden ser patogenas oportunistas y finalmente otras suelen ser

saprobias. Producen las denominadas micobacteriosis.

M. smegmatis es una micobacteria saprobia de escaso potencial patogeno. Se clasifican
dentro del grupo IV de Runyon, como micobacteria de desarrollo rapido, aunque Casal la
incluye en el grupo V de micobacterias escotocromogenoas de crecimiento rapido.
Habitualmente es resistente a la isoniazida, rifampicina y macroélidos, siendo sensible al
etabutamol, aminoglucésidos, tetraciclinas, cotrimoxazol e imipenem; algunas cepas

presentan mutacion en el gen gyrA que confieren resistencia a las 4-fluorquinolonas (7)

Para los estudios sobre estructura y la funciéon del genoma micobacteriano y todos los

intentos exitosos en transferencia genéticas se ha usado M. smegmatis. Esta micobacteria



puede producir ocasionalmente pigmentacion, siendo la primera especie reconocida

después de M. tuberculosis (7).

La tabla 2 incluye las micobacterias que con mayor frecuencia se han comportado como

patogenas en el hombre y las enfermedades en las que se ha implicado. El resto de

micobacterias no se han asociado con enfermedad en el hombre o se ha hecho sélo muy

raramente.

Tabla 2 Micobacterias Patdgenas al Hombre

Especie de Micobacterias

Patologia

M.tuberculosis

M. avium-intracellulare (MAC)

M. celatum

M. genavense

M. haemophilum

M. kansaii

. malmoense
. marinum
. scrofulaceum

. Simiae

= 2 2 £ £

. szulgai

<

. ulcerans

M. xenopi

Tuberculosis y enfermedad diseminada.

Enfermedad pulmonar, linfadenitis cervical en nifios y

enfermedad diseminada (SIDA).

Enfermedad pulmonar similar a tuberculosis y enfermedad

diseminada (SIDA).

Enfermedad diseminada similar al  complejo M. avium-

intracellulare (SIDA).
Noédulos cutaneos e infeccion diseminada (SIDA)

Enfermedad pulmonar similar a tuberculosis, enfermedad

diseminada (SIDA), meningea y osteoarticular.
Enfermedad pulmonar croénica.

Infeccion cuténea y articular.

Linfadenitis cervical en nifios, ganglionar y pulmonar.
Enfermedad pulmonar crénica.

Enfermedad pulmonar similar a tuberculosis.

Ulceras cutaneas (ulcera de Buruli en Africa, ulcera de

Baimsdale en Australia).

Enfermedad pulmonar crénica y cutanea.

M.  fortuitum, M. chelonae, Infecciones de partes blandas, osteomielitis, enfermedad

M. abscessus (crecimiento rapido) diseminada e infeccion de herida quirtirgica.

Tomado de Casal M, et al. Procedimientos en Microbiologia Clinica. Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica y Rodriguez GC. Genero Mycobacteria. Inst Nal Enf Resp. Mexico. 2000;15:120-128.
SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida)(1)



B. TUBERCULOSIS

1. Definicién

La tuberculosis es la enfermedad mas antigua que ha padecido el hombre y la que
mas lo ha diezmado a lo largo de la historia, continta siendo en la actualidad la infeccion

humana que mayor numero de enfermos y muertes ocasiona anualmente en el mundo (8).

En el afio 2001 se inform6 a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de mas de
3.8 millones de casos nuevos de tuberculosis que incluyeron todas las formas y el 90 % de
ese total provenia de paises desarrollados, lo cual se debe a la inmigracion de personas de
paises en los que existe alta prevalencia de la enfermedad, infecciones por VIH lo cual hace
que se duplique o triplique el nimero de casos de tuberculosis registrados, problemas
sociales como la pobreza, indigencia, infraestructura asistencial, consumo de drogas y

desorganizacion de los servicios antituberculosos. (9)

Los agentes etiologicos de la tuberculosis en los mamiferos son M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanun y M. microti. La distribucion de M. bovis (tuberculosis bovina) y M.
tuberculosis (tuberculosis humana) es mundial. M. africanun (tuberculosis humana)
prevalece en Africa, pero también se ha aislado en Alemania e Inglaterra. Las cepas de M.
africanun relacionadas fenotipicamente con M. tuberculosis son nitrasa positiva y se
encuentran en Africa occidental (4). La tuberculosis pulmonar es una enfermedad

infecciosa regularmente provocada por M. tuberculosis (10).

2. Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es un bacilo acido alcohol resistente, aerobio estricto, cuyo
crecimiento y actividad metabdlica es proporcional a las tensiones de oxigeno y el valor de
pH circulante, encontrando sus condiciones ideales cuando el pH es de 7.40 y la presion de

oxigeno entre 110 y 140 mm Hg (11).



Este microorganismos es resistente al frio, la congelacion y desecacion. Es sensible
a al calor, la luz solar y ultravioleta y se divide lentamente, por lo que su crecimiento es

lento (12).
3. Formas de la tuberculosis
a) Tuberculosis pulmonar

Es la forma mas frecuente de esta enfermedad, observandose en mas de un 80% de
casos. Es la unica forma de tuberculosis que puede ser contagiada y por lo mismo se le da
prioridad en su blisqueda y tratamiento.

Los pacientes con tuberculosis pulmonar, en quienes los microorganismos son
visualizados en examen microscopico de muestra de esputo (casos bacilos de Koch
positivo) son altamente contagiosos, pudiendo trasmitir la infeccion probablemente a 10 ¢
15 personas al afo, mientras que los pacientes en la cual solamente son positivos por
cultivo Lowenstein-Jensen, son aproximadamente 7 a 10 veces menos infecciosos (11).

b ) Tuberculosis extra-pulmonar

La tuberculosis puede afectar cualquier parte del organismo, los casos extra-pulmonar
son raramente contagiosos y sus dos formas mdas graves son la tuberculosis miliar y la
meningitis tuberculosa (11).

¢ ) Tuberculosis infantil

La tuberculosis infantil suele ser una consecuencia directa por transmision directa de la

tuberculosis del adulto. Los nifilos menores de 5 afios tienen mayor riesgo de enfermarse

-10 -



gravemente, reduciéndose el riesgo hasta la pubertad, para elevarse en los adolescentes y

adultos.
4, Tuberculosis pulmonar
a) Patogenia e inmunidad

La transmision es fundamentalmente aérea (95% de los casos), a través de las
secreciones que son expulsadas por la tos de los pacientes que se encuentran infectados.
Durante varias semanas, 5 a 8 habitualmente (rango de 4 a 90 dias). M. tuberculosis crece
lentamente y sin impedimentos en el interior de los macréfagos aun inactivos. Por lo
general hay un foco Unico, localizado en los sectores medios o inferiores del pulmon y
puede, eventualmente, diseminarse a los vértices y a otras partes del organismo
(diseminacion linfohematogena prealérgica). Es el periodo de incubacion biologica, que
transcurre desde el contagio hasta que sobreviene la reaccion inmunoldgica especifica. Una
vez alcanzada la carga bacilar suficiente, aparece la reaccion inflamatoria y se desencadena

la inmunidad celular que frena el crecimiento bacteriano.(13)

En la mayoria de los casos, esta “primoinfeccion” es controlada por la inmunidad
mediada por células, aunque puede quedar un pequeilo numero de bacilos viables dentro del
granuloma. Se la reconoce por la hiperergia cutdnea a la tuberculina y si la necrosis
lesional fue suficientemente intensa, puede quedar una calcificacion radioldogicamente
visible. No se considera a estos individuos como tuberculosos, pero estan en riesgo de

enfermar si no realizan quimioprofilaxis.(13)

Alrededor del 10% de los infectados con inmunidad normal desarrollara una tuberculosis
activa a lo largo de su vida, la mitad de ellos en los primeros dos afios de la infeccion. Este
es el periodo de incubacion clinica que media entre la infeccion y la enfermedad
tuberculosa. Es por ello que todo reactor a la tuberculina es, en potencia, un caso de

enfermedad. Cuando la respuesta del huésped frente a la infeccion resulta inadecuada surge

-11 -



la enfermedad, puesta de manifiesto por la presencia de sintomas y signos clinicos, aunque
s6lo puede confirmarse por el aislamiento del M. tuberculosis. La tuberculosis puede
desarrollarse a continuaciéon de la infeccion cuando fracasan los mecanismos de la
inmunidad adquirida (tuberculosis primaria), incluyendo los casos que se producen durante
los primeros 5 afios postinfeccion. Aunque puede presentarse como una forma grave
(meningitis, tuberculosis miliar), habitualmente se trata de formas leves

neumoganglionares. (13)

b ) Transmision

La forma de contagio principal es por contacto interpersonal intimo a través de la
inhalacion de aire con particulas infectadas, rara vez se adquiere por ingestion o heridas
cutaneas. El foco pulmonar inicial se sitia en los campos pulmonares medio o inferior a

cuyo nivel el bacilo se multiplica libremente (12).

¢ ) Diagndstico

El diagnodstico de la tuberculosis se basa en las manifestaciones clinicas, radiologicas,
anatomia patoldgica que son muy inespecificos y en la confirmacion del mismo mediante

técnicas bacterioldgicas.

d ) Sintomas clinicos

La tuberculosis carece de manifestaciones clinicas propias que permiten diferenciarlas
de otras enfermedades respiratorias como malestar general, pérdida de peso, tos, astenia,
anorexia, sudoracion nocturna y fiebre, a menudo ligera e intermitente hasta de 40 grados
centigrados. La expectoraciéon es escasa o bien sanguinolenta y purulenta. La
expectoracion y la hemoptisis suelen asociarse a la tuberculosis cavitada. La diseminacion

hematdgena de los bacilos durante la fase inicial de la multiplicacion en el pulmoén da como

-12 -



resultado la tuberculosis extrapulmonar. Los focos mas frecuentes de infeccion son los

ganglios linfaticos, la pleura y el tracto genitourinario (5,9,14).

e ) Exploracion fisica

Es inespecifica al igual que los sintomas clinicos, se deben buscar signos de valor
orientativo como: sonidos crepitantes en espacios infraclavicular o en zona interescapulo-
vertebral, estetores bronquiales uni o bilaterales, se existe afeccion pleural matidez a la

percusion y signos extratoraxicos (eritema nodos, adenopatias y fistulas) (15).

f) Laboratorio

Entre los datos de laboratorio se encuentran que en la infeccion cronica suele haber
anemia normocitica normocrdmica intensa. El nimero de globulos blancos suelen hallarse
dentro de limites normales. Cuando se observe la leucocitosis intensa debe haber sospecha
de una complicacién por otra infeccidon bacteriana. La velocidad de eritrosedimentacion
casi siempre se encuentra elevada. La hematuria o la piuria puede dirigir la atencion hacia
tuberculosis renales coexistentes. Algunas veces en la tuberculosis crénica se encuentra un
valor bajo de sodio sérico debido a retencion anormal de agua, la que se atribuye a la

secrecion inadecuada de hormona antidiurética (16).

El diagnostico estandar y la clasificacion de tuberculosis en adultos y nifios es
implementado por la Asociacion Americana Toraxico, el Centro de Control de
Enfermedades y la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas. El propodsito es el
diagnéstico definitivo en los pacientes basado en la epidemiologia y en la informacion de

nueva tecnologia. Esta clasificacion de la tuberculosis se realiza en diferentes grados:

0. no tuberculosis, expectoracion, no infectado.

1. tuberculosis con expectoracion, no evidente de infeccion
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tuberculosis latente de infeccion, no enfermedad
tuberculosis clinica activa

tuberculosis, no clinica activa

A

tuberculosis (17).

El diagnostico de tuberculosis se hace en el laboratorio, dependiendo de su localizacion.
Si bien el cuadro clinico del padecimiento orienta notablemente el diagndstico, siempre
debe ser confirmado por el laboratorio, pues existen otras enfermedades con las que puede
confundirse y debera hacerse el diagndstico diferencial.  De los resultados del laboratorio
dependera el tratamiento. El estudio de laboratorio tiene como finalidad demostrar la
presencia de los bacilos en frotis o liquidos corporales. Para ello existen varios métodos,

como la baciloscopia, el cultivo y la histopatologia.

El diagnostico de la tuberculosis pulmonar se realiza a través del estudio bacteriologico
(baciloscopia y cultivo) que es el principal método para confirmar estos casos (mas del
90%) con especificidad del 100% en laboratorios de buena calidad. Tres muestras de
baciloscopia diagnostican el 80% de casos que eliminan bacilos y expectoran; tres muestras
mas dos cultivos confirman mas del 90%. Las muestras pueden obtenerse mediante el
hisopado laringeo, la induccién de esputo por nebulizacion, el lavado broncoalveolar, la
biopsia bronquial o transbronquial. La radiologia y la reaccion tuberculina son exdmenes

muy sensibles pero de poca especificidad. El estudio de biopsia se hace en casos especiales

(17).

Para que un laboratorio pueda obtener resultados confiables, no solo es necesario
gjecutar las técnicas correctas, sino que también se reciba una buena muestra,
entendiéndose como tal, la que proviene del sitio de la lesién que se investiga, obtenida en
cantidad suficiente, colocada en el envase adecuado, bien identificada, conservada y

transportada correctamente.
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Para la confirmacion bacterioldgica de una tuberculosis pulmonar la muestra de esputo
es la mas representativa, siempre que contenga menos de 10 células epiteliales y mas de 25
leucocitos por campo. En caso de tratarse de una muestra salivosa, no es apta para cultivo,
pero si debe realizarse la baciloscopia ya que puede ocurrir que esta sea positiva y asi

adelantar un diagnostico (18).

La baciloscopia es considerada el examen bdsico para el diagnostico bacteriologico,
especialmente en su forma broncopulmonar, como asi también para los controles de
tratamiento. El procedimiento se basa en la capacidad de las micobacterias de incorporar
ciertos colorantes y retenerlos ante la accion de acidos y alcohol, propiedad conocida como

acido alcohol resistencia.

Es una técnica sencilla, de bajo costo y disponible aun en laboratorios de baja
complejidad. Para obtener una baciloscopia positiva, la muestra deberd contener una
poblacion bacilar del orden de 10,000 bacilos por ml 6 mas. Desde el punto de vista
epidemioldgico la baciloscopia del esputo cumple el papel fundamental de detectar los
casos baciliferos, que resultan ser los mas peligrosos como focos de infeccion, asi como
también permite hacer un seguimiento del paciente que esta bajo tratamiento, para evaluar

si disminuye la carga bacilar.

Por lo tanto es recomendable seguir un método estandarizado de informe a partir de la
coloracion de Zielh- Neelsen (ZN) llamada también 4cido alcohol resistente:
(-) No se encuentran BAAR (bacilo 4cido alcohol resistente) en 100 campos
microscopicos observados.
(+) Menos de 1 BAAR por campo en 100 campos microscopico observado.
(++) Uno a 10 BAAR por campo en 50 campos microscopicos observados.

(+++) Mas de 10 BAAR por campo en 20 campos microscopicos observados (18).

Entre sus ventajas se encuentran: es el unico método rdpido de alta precision

diagnostica, detecta cerca del 80% de los casos de tuberculosis pulmonar con confirmacion
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bacteriologica, identifica de inmediato un caso altamente infeccioso, permite instaurar
rapidamente el tratamiento adecuado, controla a convivientes y la evolucion del paciente

que estd en tratamiento.

Otra forma de poder detectar el bacilo de Koch es por microscopia de fluorescencia,
técnica poco difundida en nuestro pais, tiene el mismo principio que la coloracion de ZN,
variando Unicamente el colorante a utilizar. Su sensibilidad es similar a la baciloscopia,
presentando algunas ventajas sobre esta, pero también desventajas entre ellas equipo de alto
costo, mantenimiento y la necesidad de contar con personal altamente entrenado para su

interpretacion (18).

El cultivo es el método bacteriologico mas sensible y especifico de los que se conocen
en la actualidad para detectar la presencia de micobacterias en una muestra determinada.
Permite diagnosticar los casos de tuberculosis pulmonar en los que el numero de bacilos

eliminados en las secreciones no es suficientemente alto.

Previo al cultivo la muestra debe suftrir un proceso de homogenizacion (para liberar los
bacilos del mucus, material celular o tejido donde se encuentre incluido), descontaminacion
(para eliminar la microbiota colonizante) y concentracion (de los bacilos presentes en la

muestra) (18).

Todo este procedimiento tiene como finalidad aumentar la sensibilidad del cultivo, ya
que basta que existan mas de 10 bacilos/ml de muestra digerida y concentrada para que un

cultivo sea positivo.

Existen dos técnicas para el cultivo de las micobacterias, una utiliza el medio de cultivo
solido, como el de Lowenstein-Jensen, que es el mas utilizado y considerado el estandar de
oro y otro que emplea medios liquidos (7H12 de Middlebrook) en frascos cerrados que
incorporan generalmente un acido graso como el acido palmitico, marcado con carbon

radioactivo (18).
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Las muestras son incubadas a 37 grados centigrados durante 8 semanas, en el medio
Lowenstein-Jensen, con observaciones diarias las primeras 48 horas y luego con

observaciones semanales hasta completar 8 semanas para que se reporte como negativo.

Actualmente se recomienda que todos los aislamientos de micobacterias sean
identificados a nivel de especie, debido a la posibilidad de que multiples especies de
micobacterias no tuberculosas se comporten como patdgenas para el hombre. La especie de
micobacteria se puede determinar segun la velocidad de crecimiento (rdpido o lento),

temperatura de crecimiento, morfologia de las colonias, pigmentacion y fotoreactividad.

Las pruebas bioquimicas mas importantes para la identificacion de M. tuberculosis son
la reduccion de nitratos (NOs), la resistencia a la hidracida del acido tiofeno carboxilico
(TCH) y de la produccion de niacina (test de la niacina). La prueba de nitrato reductasa
debe realizarse en un cultivo de 28 dias, recomendandose el método de Vietanen. M.
tuberculosis reduce los nitratos a nitritos mientras que M. africanum y M. bovis no los
reducen. M. tuberculosis es naturalmente resistente a 2 mg/l de TCH mientras que M. bovis
y algunas variedades de M. africanum son naturalmente sensibles. El test de niacina debe
realizarse en un cultivo de 42 dias, su positividad corresponde a la demostracion de la
acumulacion de una cantidad importante de 4cido nicotinico y es casi especifica de M.

tuberculosi. (1).

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas para la identificacion de las micobacterias

de la tuberculosis y de las micobacterias atipicas, seglin los test indicados anteriormente.
g ) Radiografia
Su diagnodstico no es confiable ya que existen lesiones radioldgicas sugestivas de

tuberculosis en el cancer pulmonar y la infeccidon causadas por hongos o bacterias. Es una

técnica sensible pero inespecifica. (10).
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h ) Tratamiento

El tratamiento de la tuberculosis se fundamenta en dos grandes bases bacterioldgicas, la
asociacion de los farmacos para evitar la seleccion de resistencia y la necesidad de
tratamientos prolongados para poder matar a todos los bacilos en sus diferentes fases de

crecimiento.

Los farmacos de primera linea para el tratamiento de la tuberculosis son isoniazida,
rifampicina, pirazinamida, etambutol y estreptomicina los cuales se administran de 6 u 8
meses. Se les denomina asi debido a que son los mas eficaces, los mejores tolerados y los
que conllevan menor nimero de reacciones adversas o efectos secundarios. Isoniazida y
rifampicina son las drogas mas efectivas y previenen la aparicion de cepas emergentes
resistentes. Estreptomicina y etambutol son menos potentes pero efectivas en esquemas

alternativos (19).

Tabla 3 Caracteres de identificacion de las micobacterias de la tuberculosis y de las

micobacterias atipicas

Aspectode la ~ Catalasa . Crecimiento favorecido por TCH \ Test de la
colonia 220C el piruvato 2mg/Il ’ niacina
M. tuberculosis Fr + - - R + +
M. africanum Dr + - + S - -
M. bovis Ds + - + S - -
Micobacterias AV + + - R A\ -

atipicas

e: eugonica; d:disgonica; r: rugosa; s: lisa; v: variable; S: susceptible; R: resitente.

Tomado: Boletin union internacional contra la tuberculosis. Vol 57, 1982(13)
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Existen drogas antituberculosas de segunda linea (etionamida, protionamida, terizidona,
rifabutina, rifapentina, morfozinamida, capreomicina, cicloserina, kanamicina, viomicina,
quinolonas, PAS) las cuales estan indicadas en caso de intolerancia grave a alguna de las

drogas de primera linea o resistencia comprobada (19).

En la tabla 4 Se detalla el mecanismo de accion, dosis, los efectos secundarios mas

comunes y las interacciones farmacoldgicas mas frecuentes.

Los factores que pueden reducir el éxito del tratamiento son el abandono del tratamiento
por parte del paciente, deficiencia en la referencia y contrarreferencia del paciente,
diagnodstico en etapas tardias de la enfermedad, desabastecimiento de los medicamentos,

resistencia bacteriana, efectos secundarios y falta de informacion del paciente.(20)

La emergencia y rapidez de surgimiento de cepas multirresistentes a drogas
especialmente a la isoniazida y rifampicina ha creado una emergencia contra la tuberculosis
a nivel mundial y urge tomar medidas necesarias para curar los casos de tuberculosis y
evitar que siga propagandose la variante farmacoresistente de esta enfermedad. La mas
importante de esas medidas, consiste en asegurar que el tratamiento sea el adecuado, en
particular en los casos con esputo positivo, comprobando el seguimiento de la medicacion
mediante la observacion directa y supervisada de la toma de los farmacos por el paciente de

acuerdo con lo previsto en los régimes normalizados (21).

La administracion diaria de isociazida (INH) ha sido recomendada para la profilaxia de
TB. Sin embargo niveles elevados de resistencia a INH han llevado a pensar que todos los
pacientes con aparente farmacoresistencia a la tuberculosis sean probablemente resistentes

a INH, haciendo de la INH como profilaxis una terapia dudosa.
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Tabla 4 Farmacos Antituberculosis de Primera Linea

Farmacos Mecanismo de  Efectos secundarios Interacciones Dosis/dia
accion farmacoldgicas Adulto
Isoniazida Bactericida Neuropatias Aumenta niveles de 300 mg
extra e periféricas, hepatitis fenitoina,
intracelular. e hipersensibilidad carbamacepina 'y
cutanea. diazepan.
Rifampicina Bactericida en Hepatitis, reaccion Incrementa el 600 mg
todas las fases febril, cutdnea y metabolismo de
de crecimiento gastrointestinal, anticonceptivos,
y esterilizante.  plrpura analgésicos,
tormbocitopenia y corticoides,
sindrome gripal. anticoagulantes,
ketoconazol,
anticonvulsivos.
Pirazinamida  Bactericida Hiperuricemia, 1,500 mg
intracelular  y hepatitis,
esterilizante. hepatotoxicidad,

nauseas, exantema,
anorexia, artralgia e

hipersensibilidad
cutanea.
Etambutol Bacteriostatico ~ Neuritis Optica, lg
intra y hepatitis y artralgia.
extracelular.
Estreptomicina Bactericida Hipersensibilidad, Bloqueantes 1,200 mg
extracelular. cutanea, vomitos. neuromuscular.

Tomado de Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social. Manual de Técnicas y Procedimientos de Bacteriologia de la Tuberculosis.
3 ed. Guatemala. 2001, Caminero JA, et al. Tratamiento de la Tuberculosis. Paris:UICTER, 2002 y Comité Nacional de Neumologia.
Criterios de Diagnostico y Tratamiento de la Tuberculosis infantil. 2002 p159-178

Algunos estudios reportan la disminucion de los niveles de resistencia a estreptomicina

(STR) desde la introduccion del etambutol (EMB) en los regimes antiTB a nivel mundial.

En Guatemala en 1998 los farmacos con los niveles mas altos de resistencia primaria
fueron INH (17.6%) y STR (17.6%), lo que refleja el hecho que hayan sido los farmacos
mas comunmente utilizados en la terapia antiTB en Guatemala por un largo periodo de

tiempo segun datos recolectados por la revista RECCAVIR (22).
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1) Pronostico

Los sintomas se pueden aliviar en 2 ¢ 3 semanas y el mejoramiento se puede comprobar
mediante radiologia de torax, posterior a la recuperacion clinica. El pronostico es excelente

si la tuberculosis se diagnostica a tiempo y se inicia el tratamiento (19).

j ) Complicaciones

Las complicaciones de la tuberculosis dependen del 6rgano afectado. En el caso de la
tuberculosis pulmonar se puede presentar insuficiencia respiratoria, empiema, fibrotorax,
la hemoptisis, entre otras. Lo cual estd aunado al estado inmunolégico del paciente y a la

quimioterapia correcta (20).

k) Impacto del VIH

La infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) trae consigo una
destruccion extensa de los mecanismos de defensa del organismo. Por ello los individuos

infectados por VIH presentan enfermedades secundarias a esta, llamadas oportunistas.

La infeccion por el VIH es actualmente el factor de mdas alto riesgo para el
desencadenamiento de una tuberculosis en individuos previamente infectados por M.
tuberculosis. Cuando la proteccion que confiere normalmente el sistema inmunitario se
encuentra disminuida por efecto del VIH, la micobacteria que se encuentra en el organismo
infectado comienza a multiplicarse provocando la tuberculosis. La tuberculosis es una de
las primeras complicaciones del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Se
estima que el 50-60% de los enfermos con SIDA e infectados por M. tuberculosis terminan

padeciendo una tuberculosis activa a lo largo de la vida (10).
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5. Tuberculosis pulmonar en Guatemala

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Guatemala posee una tasa
de incidencia de tuberculosos de 28.2/100000 y cuenta con la presencia de un manual
nacional de control de la tuberculosis, clasificandolo dentro de los paises de categoria de la
OMS que poseen cursos estandarizados de entrenamiento de la OMS en el manejo de los

programas de control antiTB dentro los ultimos dos afios (23).

Desde 1991 se aplica a nivel nacional la estrategia de tratamiento breve bajo observacion
directa con una cobertura real cercana al 70%. El departamento con mayor incidencia es
Escuintla con una tasa de 60.6 por 100,000 habitantes y el de menor incidencia
Chimaltenango con una tasa 5.1 por 100,000 habitantes. En 1,999 se registraron 2,820
casos de tuberculosis, 87.1% pulmonares con baciloscopia positiva. El grupo de edad mas
afectado es el de 25 a 34 afios que presento el 21% del total de los casos de 1,999 en donde

el 52% es del sexo masculino (24).

Durante los ultimos diez afos la tendencia de tuberculosis se ha mantenido con una
incidencia promedio de 23 por 100,000 habitantes, con excepcion del afio 2002 con un
incremento de 38.4 por 100,000 habitantes lo cual se debe a un sobre registro de casos ya

que, en este afio fue modificado el formato de registro.

La mayor carga de casos de tuberculosis pulmonar (50%), estan aportados por 5 areas de

salud en Alta Verapaz, Quetzaltenango, Huehuetenango, Escuintla y San Marcos (25).

Guatemala posee varios factores de riesgo que pueden facilitar el desarrollo de la
enfermedad, los cuales pueden llegar a incrementar hasta en 1000 veces la posibilidad de
adquirir tuberculosis, siendo estos en su mayoria infeccion por VIH/SIDA, medio ambiente,
pobreza, edad, alcoholismo, tabaco, diabetes, anemia severa, leucemia, tratamiento por
inmunosupresores, enfermedades renales crénicas y agudas y otras enfermedades

debilitantes.
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C. MEDICINA NATURAL

La fitoterapia se define como la ciencia que estudia la utilizacién de productos de origen
vegetal con finalidad terapéutica para prevenir, atenuar o curar un estado patolégico; dando

lugar a tratamientos menos agresivos (26).

La OMS definié en 1978 a una planta medicinal como cualquier planta que en uno o
mas de sus o6rganos contiene sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica

0 que son precursores para la semisintesis quimico-farmacéutica (23).

En Europa, al igual que en otras areas del mundo, la utilizaciéon de medicamentos a base
de plantas sigue una linea ascendente. En Alemania, en particular, entre 1970-1997 el
porcentaje de poblacion que utiliza medicamentos fitoterapeuticos experimentd un
aumento entre un 4% y un 92% dependiendo de las patologias (27). Segun datos del
Institute for Domoscopy Internacional (IMS) para 2003, Alemania (43%), junto con
Francia (23%), constituyen los principales mercados dentro de Europa, seguidos a distancia

por Italia, Polonia, Reino Unido y Espafia, que representa un 4% del mercado europeo (28).

Los factores mas importantes en evolucion de las fitoterapias son el descubrimiento de
efectos adversos en farmacos de sintesis, el mejor conocimiento quimico, farmacologico y
clinico de las drogas vegetales y sus productos derivados; el desarrollo de métodos
analiticos que facilitan el control de calidad; el desarrollo de nuevas formas de preparacion
y de administracion de los medicamentos fitoterdpicos y el aumento de la automedicacion,
ya que los productos fitoterapeuticos son menos peligrosos y por tanto mas aptos para la

automedicacion (29).
Existen diferentes parametros que contribuyen a demostrar la eficacia de un preparado

de fitoterapia, pero no todos tienen la misma relevancia. Entre estos parametros se

encuentra el conocimiento de los principios activos que son los compuestos quimicos
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contenidos en la droga responsables de la accidon farmacologica, los resultados obtenidos en

ensayos farmacologicos experimentales y la experiencia clinica (30).

Los dos ultimos se consideran son los elementos clave para la demostracion de la
eficacia, pero sin que ello signifique renunciar al valor de los demas. Es asi como para la
evaluacion de la eficacia clinica, se reconocen diversos niveles de evidencia, tal como se

muestra en la tabla 5

1. Medicina Natural Para La Tuberculosis

Debido a que la tuberculosis ocupa uno de los primeros lugares en mortalidad y
morbilidad en Guatemala y ha mostrado resistencia a diferentes medicamentos se ha

buscado tratamientos alternativos como lo es la fitoterapia.

2. Plantas y estudios a nivel mundial

Se han reportado varios estudios buscando nuevas alternativas fitoterapeuticas para
el tratamiento de la tuberculosis. Sali, F. y Cols. en 1996, evaluaron a las plantas Arctotis
auriculata Jacq. y Helichrysum crispum L. encontrando actividad contra M. smegmatis a

una concentracion de 0.5 mg/ml (32).

Lall, N. y Cols. en 1999 en el Departamento de Botanica de la Universidad de Pretoria
evaluaron a las plantas Croton pseudopulchellus Pax., Ekebergia capensis L., Euclea
natalensis A., Nidorella anomala Steetz., Chenopodium ambrosioides L., E. natalensis,
Helichrysum melaname Mill. y Polygala myrtifolia L. encontrando actividad contra M.

tuberculosis por el método radiométrico a una concentracion de 0.5 mg/ml (33).
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Tabla 5 Niveles y Grados de Evidencia Para el Reconocimiento de la Eficacia

Nivel Tipo de evidencia Grado  Indicaciones
Ia Evidencia obtenida de meta-analisis de ensayos A Indicaciones
clinicos controlados y aleatorizados. mayores
Ib Evidencia obtenida de como minimo un ensayo A Enfermedades
controlado y aleatorizado. severas
ITa Evidencia obtenida de como minimo un ensayo bien B Indicaciones
disefiado, controlado, sin aleatorizacion. intermedias
II B Evidencia obtenida de como minimo un estudio de otro B Indicaciones
tipo, casi-experimental y bien disefiado. intermedias
Il Evidencia obtenida de estudios descriptivos, no B Indicaciones
experimentales, bien disefiados, como estudios intermedias

comparativos, estudios de correlacion y estudios de

casos controlados.

IV Evidencia obtenida de informes de comités de expertos C Indicaciones
o de opiniones y/o experiencia clinica de autoridades menores
respetadas.

Basados en tablas originales de la AHCPR (Agency for Health Care Policy and Research, EEUU) y de la OMS; Segtiin la EMEA (31)

Lall, N y cols. en el 2001, realizé un estudio con la planta E. natalensis encontrando
actividad contra M. tuberculosis a una concentracion minima inhibitoria de 100mg/ml (34),
luego estudi6 la planta Helichrysum caespitatium Cav. encontrando actividad contra M.
tuberculosis por medio del método agar plata a una concentracion minima inhibitoria era de

0.5 mg/ml (35).
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Newton y cols. en el 2002 en la Escuela de Farmacia, Universidad de Bradford, West
Yorkshire y en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Escuela Media de
Newcastle realizaron un estudio con las plantas Psoralea corylifolia L. y Sanguinaria
canadensis L. encontrando actividad contra M. aurum y M. smegmatis con extractos

metanolicosa encontrando que la concentracion minima inhibitoria es de 62.5 pg/ml (36).

Jiménez-Arellanes y cols. en el 2002 en México, en la Unidad de investigacion Médica
en Farmacologia de Productos Naturales en el Hospital de Pediatria del Centro Médico
Siglo XXI, realizaron un estudio con las plantas Artemisia ludoviciana Nutt., Chamaedora
tepejilote Palmea., Lantana hispida Mold., Juniperus communis L. y Malva parviflora L.
encontrando que presentaban actividad contra M. tuberculosis a una concentracion de 65
ug/ml. Evalu6 también si M. avium era inhibida por J. communis y L. hispida, encontrando

que L. hispida presenté mejor actividad contra las dos micobacterias (37).

Stavri M y Cols. en el 2002 en el Instituto de Farmacognosia, Karl-Franzens-University,
Graz, Austria evaluaron la planta Peucedanum ostruthiun L., encontrando actividad contra
M. abscesus, M. aurum, M. fortuitum, M. phlei y M. smegmatis utilizando el Soxhlet para
obtener extractos, los que fueron evaluados en un rango de 3.4 a 107.4 micromoles
encontrando la concentracion minima inhibitoria (38). Posteriormente en el 2003 realizaron
un estudio con la planta Ducrosia anethifolia Boiss., encontrando actividad contra M.
fortuitum, M. aurum, M. phlei y M. smegmatis utilizando el Soxhlet para obtener extractos

de ésta planta la que evalu6 en un rango de concentracion de 64-128 pg/ml (39).
Woldemichael G. y cols. en el 2004 evaluaron a la planta Sapium haematosperum Mull.

encontrando actividad contra M. tuberculosis a una concentracidon minima inhibitoria de

25ug/mL (40).
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3. Plantas y estudios a nivel nacional

En Guatemala, Manrique y cols. en 1992 determinaron la accion antimicobacteriana in
vitro por el método de proporcion de seis plantas medicinales concluyendo que ninguna de
las seis plantas mostraba una actividad micobactericida in vitro, sin embargo
estadisticamente Sida acuta Burn f., Eucalyptus globulus Labill. y Achillea millefolium L.

presentaron actividad bacteriostatica in vitro a una concentracion de 400 mg/ml (41).

Figueroa en 2000, determiné la actividad antimicobacteriana de extractos de varias
plantas, concluyendo que Piper auritum Hbk., Stachytarpheta cayennensis Rich. y
Enterolobium cycloscarpum  Jack. son capaces de inhibir el crecimiento de cepas

multiresistentes de M. tuberculosis in vitro a una concentracion de 2 mg/ml (42).
Mazariegos y cols. en 2004 determinaron la actividad micobactericida in vitro por el

micrometodo MTT de las plantas Quercus crasifolia Humb & Bonpl. y E. cycloscarpum

contra M. tuberculosis con concentracion minima inhibitoria de 25 pg/ml y 50 pg/ml

respectivamente (43).

4. Plantas utilizadas en el reto

a ) Bursera simaruba (L.) Sarg.

Familia

Burseraceae

Nombre comun

Palo de Jiote, Cohuite, Palo Mulato.
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Descripcion botanica y habitat
Arbol de madera suave hasta 30 mt de alto, tronco cilindrico, corteza verde plateada o
bronceada, hojas aromaticas en espiral de 10 a 30 cm de largo, flores amarillo verdoso de 4

mm de ancho y su fruto es oval de 10 a 15 mm de largo.

Nativo de América tropical del sur de México al norte de Sur América y el caribe hasta
1,800 mts sobre el nivel del mar. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja
Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Chimaltenango, Progreso, Huehuetenango, Jalapa, Santa
Rosa, Guatemala, Petén, Izabal, Jutiapa, Quetzaltenango, San Marcos, Quiché y Jalapa

(44).

Uso medicinales

La decoccion de la corteza y las hojas se usa para tratar anemia, afecciones
gastrointestinales, respiratorias, fiebre, gota, hernia, presion alta, paludismo, paperas y
sarampion. El jugo de hoja se aplica para hinchazon e inflamacion de la piel. La decoccion
de corteza se aplica topicamente en afecciones dermatomucosas, picaduras de insectos,
culebras. También a la corteza se le atribuye propiedades antiinflamtorias, diurética y

sudorifica (45).

Quimica
La corteza contiene taninos, saponinas, esteroles instdurales, polifenoles. La hoja

contiene alcaloides, glucésidos saponinicos, flavonoides, taninos y aceites esenciales (46).

Farmacologia
La decoccion moderada induce una actividad diurética, el extracto hidroalcohdlico de
hojas tiene actividad espasmolitica en cobayas, vasodilatadora en ratas y estimulante del

musculo de raton.

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de corteza es inactiva contra bacterias

causales de infecciones dérmicas como E. coli y P. aeruginosa y enterobacterias, los
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extractos acuoso y etandlico de corteza son activos contra S. aureus pero inactivos contra E.

coli.

Estudios antifungicos demuestran que la decoccion de la corteza es activa Unicamente

contra E. floccosum, el extracto etanolico es activo contra N. crassa. (45)

b )Cecropia obtusifolia Bertol.

Familia

Moraceae

Nombre comin

Guarumo, Pacl, Choop. Xobin.

Descripcion botanica y habitat

Arbol de crecimiento rapido de 20 mt de altura, el tronco rara vez mide mas de 30 cm
de diametro, que se distingue a primera vista por sus hojas grandes en forma de mano
extendida, estan en las puntas de las ramas y tiene un jugo lechoso. Las flores estan
separadas por una masa de pelos blancos, con fruto muy pequefios conteniendo una semilla

y sus tallos suelen estar habitados por hormigas (44).

Especie originaria de América tropical. Habita en climas calidos, semicalidos y
templados desde el nivel del mar hasta los 1,500 mt. En Guatemala se encuentra en los
departamentos de Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izabal, Santa Rosa, Escuintla,
Chimaltenango, Huehuetenango, Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos, Quetzaltenango y

Suchitepéquez (44).
Uso medicinales

Se reportan 30 usos medicinales, es una planta que se conoce principalmente por su

aplicacion en casos de diabetes en donde el tratamiento consiste en la infusion de las hojas,
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ramas, corteza o raiz como agua de uso. Para el malestar de presion arterial y para tratar
enfermedades renales es recomendable el cocimiento de esta planta para su ingestion en
ayudas durante una semana. También recibe amplio uso contra piquetes de alacran y
hormigas para lo cual debe lavarse la parte afectada con el cocimiento de las hojas. En caso
de verrugas también se aplica directo el latex y contra quemaduras se recomienda moler la

hoja con aceite de bebe. (45)

A la hoja se les atribuye propiedades antiasmaticas, antisépticas, astringentes,

cardiotonicas, diuréticas, sudorificas y tonicas. (46)

Quimica

En ensayos preliminares se encontraron esteroles y taninos del grupo pirogalol. Se
identificaron azucares ramnosa, glucosa y xilosa, asi como el 5-(etoxil)-metil furfural
aislado como productos de hidrolisis de las hojas de la planta. También se aisl6 e identifico

el estigmasterol (46).

Farmacologia
El extracto liofilizado de las hojas provocé taquicardia en ratas al administrarse por via

intravenosa a la dosis 10 mg/kg.

El extracto de las hojas, demostr6 tener actividad antibacterial sobre Streptococcus
pneumoniae pero no sobre S. pyogenes (45). También estudios antimicoticos demuestran
que la tintura de estas hojas es activa contra E. floccosum y la tintura de corteza es activa
contra M. gypseum. Los extracto acuoso y etandlico de este arbol son activos contra E.

coli y S. aureus (46).
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¢) Hymenaea courbaril L.

Familia

Fabaceae

Nombre comun

Jatoba, Copal, Guapinol.

Descripcion botanica y habitat

El arbol de guapinol es hermoso, grande y robusto de 10 a 25 mt de altura con un
didmetro de hasta 1.5 mt. Sus hojas son alternas de 5 a 10 cm de largo. La corteza externa
ligeramente escamosa a lisa, pardo grisacea. El fruto contiene 3 6 4 semillas y permanece

largo tiempo en el arbol (7 a 10 meses).

Originaria de América tropical. Habita en climas calidos y semicalidos entre los 290 y
los 1,300 mt sobre el nivel del mar. En Guatemala se encuentra en Petén, Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Progreso, Izabal, Jutiapa, Santa Rosa, Escuintla, Guatemala, Suchitepéquez,

Quetzaltenango y Huehuetenango (47).

Uso medicinales

El pericarpio del fruto contiene resina con propiedades de purgante. El cocimiento de la
corteza se usa para controlar parasitos intestinales, indigestion y curar infecciones urinarias.
Un linimento hecho con la corteza y resina en polvo se usa para tratar tlceras o salpullido.
La resina se quema y se aspira como remedio para aliviar el asma y catarro. Se ha reportado

su uso para combatir el reumatismo, estrefiimiento y enfermedades venéreas (48).
Quimica

Las hojas y corteza del tronco contienen una resina y taninos. El compuesto principal de

la resina del tronco es el diterpeno acido labd-13en8-ol y los principales compuestos de la
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resinas de las hojas son los diterpenos cariofileno y alfa y beta selineno. En las hojas y el

tallo han detectado el flavonoide astilibin y le beta-sitosterol (46).

Farmacologia.
Se ha demostrado que las hojas presentan una actividad antitumoral probada en ratones
con carcinoma de pulmon de Lewis y la decoccion del tallo presento actividad diurética al

evaluarse en ratas por via nasogastrica (49).

Ademas de sus caracteristicas antifiingicas, el guapinol también se ha documentado por
tener actividad contra levadura y una amplia gama de organismos incluyendo Candida.
Otros estudios clinicos las actividades antibacterianas, incluyendo acciones in vitro contra

los organismos tales como E. coli, Pseudomonas, S. aureus y bacilos (48).
d )Guazuma ulmifolia Lam.

Familia

Sterculiaceae

Nombre comin

Guacima, mutambo, aquiche, cimarrona, caulote.

Descripcion botanica y habitat
Arbol de 10 a 15 mt de altura, con un grosor total de la corteza de 5 a 10 mm. Hojas
alternas, ovadas o lanceoladas, de color verde oscuro en la haz y verde grisiceo o

amarillento en el envés.

Se encuentra principalmente en selvas bajas caducifolias, aunque es muy abundante en
la vegetacion secundaria. Puede presentarse como una especie importante de etapas
secundarias muy avanzadas de selvas medianas subperenifolias, dando la impresion de ser

primario. Se desarrolla indiferentemente en suelos de origen volcénico o sedimentario,
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entre los 700 y los 1120 mt sobre el nivel del mar. En Guatemala se encuentra en los
departamentos de Petén, Alta Verapaz, Baja Verapaz, Izabal, Chiquimula, Jutiapa, Santa

Rosa, Escuintla, Guatemala, Suchitepéquez, San Marco y Huehuetenango (47).

Uso medicinales

La infusion de la céscara del fruto o del al corteza sirve como remedio para la lepra,
elefantiasis, paludismo, afecciones cutdneas y sifiliticas. (2) También a sido utilizada para
tratar especialmente la influenza, los resfrios, las quemadas, la disenteria y las fracturas de

huesos (50-51).

Quimica

La corteza del caulote es una fuente rica de los taninos y de los productos quimicos
antioxidantes llamados los proanthocyanidins. La corteza también contiene un producto
quimico llamado el acido caurenoico que se ha documentado con las caracteristicas
antibacterianas y antifungicas. Las hojas cafeina, no obstante no se ha encontrado ninguno

en la corteza del arbol (48).

Farmacologia
Se ha demostrado que los extractos de la planta carecen de propiedades diuréticas; sin
embargo, un extracto etandlico de las hojas suprimio las bacterias Shigella dysenteria, S.

aureus y B. subtilis in vitro. (46)

En ocho diversos estudios a partir de 1987 a 2003, los extractos de hojas y corteza han
demostrado actividad clinica antibacterial in vitro contra S. aureus, S. pyogenes, E.coli y
Neisseria.(46)

¢ ) Byrsonima crassifolia (L.) Kunth

Familia

Malpighiaceae
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Nombre comun

Chi, Nance, Nanzin, Tapal

Descripcion botanica y habitat
Arbol de 3 a 10 mt de alto, copa redonda, tronco recto, hojas siempre ovaladas de 5 a 20

cm de largo.

Nativo de Sur America y el Caribe en bosques secos y tropicales hasta 1,800 mts sobre
el nivel del mar. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chiquimula,
Progreso, Quiché, Escuintla, Huehuetenango, Izabal, Jalapa, Jutiapa, Petén,

Quetzaltenango, Santa Rosa, San Marcos, Zacapa y Suchitepéquez (44).

Uso medicinales
El cocimiento de corteza, hojas y flores se usa por via oral para afecciones respiratorias,
dolor de muelas, hemorragias, mordedura de serpiente, parasito. El fruto se utiliza para

tratar fiebres y las semillas la disenteria (46).

Quimica

La corteza contiene tanino, 4acido oxalico, glucosidos, flavonoides, saponinas y
triterpenos.  Las hojas contienen saponinas, esteroles insaturados, cardendlidos,
bufadienolicos, flavonoides, taninos y polifenoles. La raiz tiene flavonoides, glicosidos,

sesquiterpenlactonas, taninos y triterpenos (46).

Farmacologia

Estudios han demorstrado que esta planta tienen actividad sobre K. pneumoniae, S.
aureus, S. epidermis, S. pneumoniae, M. luteus, E. coli, S. typhi, P. aeruginosa, S. flexneri,
B. subtilis.(52)
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IV. JUSTIFICACION

La tuberculosis es una de las principales enfermedades crénicas y oportunistas en
Guatemala, siendo su agente causal Mycobacterium tuberculosis. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), esta infeccion es la segunda causa de morbilidad en la
poblacion guatemalteca presentando una tasa de incidencia de 28.2/100,000 habitantes para
el 2002. A nivel de las autoridades de salud ha causado preocupacion, especialmente por la
aparicion de cepas multirresistentes, ya que en 1998 en Guatemala los fArmacos con niveles
mas altos de resistencia fueron isoniazida y la estreptomicina (22), ademas por ser una
enfermedad reemergente que afecta a los pacientes inmunocomprometidos. Su virulencia
se eleva por factores fisicos, ambientales, por el estado inmunoldgico del paciente, el uso
incorrecto de los antibioticos, el fracaso en el tratamiento no supervisado y al manejo

inapropiado de los programas de control.

Lo anterior, aunado a la pobreza y desigualdad econdémica en Guatemala hace que los
tratamientos individuales como las campanas de control, sean cada vez mas dificil de
realizarse y de alto costo. Por otro lado, la diversidad biologica de Guatemala ha permitido
el uso de los recursos naturales para el tratamiento tradicional de diferentes enfermedades.
Los extractos y productos derivados provenientes de dichas plantas pueden ser utilizados

para desarrollar medicamentos destinados a combatir la tuberculosis.
La importancia del presente proyecto se debe a los descrito anteriormente, ya que

demuestra la necesidad de validar la utilizacion de tratamientos naturales para la

tuberculosis.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Establecer la actividad micobactericida de cinco extractos de arboles usados

popularmente por la poblacion guatemalteca contra infecciones respiratorias.

B. Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria de M. tuberculosis vy
M. smegmatis de los extractos etanolicos de los arboles Cecropia obtusifolia, Bursera
simaruba, Guazuma ulmifolia, Byrsonima crassifolia ¢ Hymenaea courboril las cuales han

sido utilizadas para el tratamiento de infecciones respiratorias.

2. Establecer la correlacion existente entre los resultados del ensayo utilizando M.

tuberculosis H3Rv con los del ensayo con M. smegmatis ATCC 607.
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VI. HIPOTESIS

Al menos uno de los extractos de arboles estudiados presenta actividad contra M.

tuberculosis y M. smegmatis.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A Universo de trabajo

El universo de la investigacion esta constituido por los arboles que se utilizan

popularmente para el tratamiento de infecciones respiratorias en Guatemala.

B. Muestra

La muestra del estudio la conforman las hojas de las especies de arboles: Cecropia
obtusifolia (guarumo), Bursera simaruba (palo de jiote), Guazuma ulmifolia (caulote),
Byrsonima crassifolia (nance) e Hymenaea courboril (guapinol).
C. Recursos
1. Recursos Humanos

Investigador: Silvia Patricia Quifidonez Recinos

Asesores: MSec. Vivian Matta

Lic. Armando Caceres.
2. Recursos Institucionales

Departamento de Citohistologia de la Universidad de San Carlos de Guatemala

Laboratorio de Productos Naturales FARMAYA
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3. Recursos Materiales

a) Equipo

Incubadora (a 37°C)

Pipeteador automatico (5, 10 ml)
Rotavapor

Balanza analitica

Autoclave

Cabina de bioseguridad Clase I1
Desecadora

Refrigeradora de 4 — 8 °C y -80°C
Vortex

Microscopio Optico

Mechero Bunsen

b ) Cristaleria

Balones con boca de borde esmerilado
Probetas graduadas (25 y 100 ml)
Beakers (250, 500 y 1000 ml)
Erlenmeyers (500 y 1000 ml)
Embudos

Pipetas Pasteur

Tubos de vidrio

Cajas de Petri

Tubos de vidrios de fondo plano.
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¢ ) Materiales

Soporte universal

Mascarilla de seguridad 3M
Guantes

Colador

Lentes de bioseguridad

Bata de manga larga

Asas bacterioldgicas

Gradillas

Papel mayordomo

Tubo con estdndar de McFarland No. 1
Algodon

Microplacas de 96 pozos 6.4 mm
Pipetas automaticas de 2 a 1000 pl
Pipeta multicanales de 5a 1000 pl
Tips de 10-200 pl

Papel filtro

Marcador

Viales o eppendorf

d ) Reactivos y medios

Etanol al 70%, 90% y 95%

Fenol 5%

Agua destilada

Solucion dimetil sulfoxido (DMSO)
Hidroxido de Sodio 0.5M

Buffer de fosfato (PBS)

Glucosa al 98%
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MTT (bromuro de 3-(4.5-dimetiltiazol-2-y 1)-2,5-difenil tetrazolio) 5 mg/ml
Tween 80 al 20%

Caldo de Midlebrook 7H9

Acido oleico

Agar Lowenstein-Jensen

Enriquecedor OADC

Rifampicina 99% (control negativo)

e ) Cepas de Mycobacterium

Mycobacterium tuberculosis H37RV
Mycobacterium smegmatis ATCC607

D. Procedimiento
1. Seleccion de plantas

Por conveniencia se selecciond los arboles C. obtusifolia, B. simarouba, G. ulmifolia, B.
crassifolia e H. courboril que son utilizados popularmente en el tratamiento de infecciones
respiratorias segiin encuesta existente en el Departamento de Citohistologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
2. Recuperacion de los extractos
a ) La recoleccion de las hojas de los arboles seleccionados se realizd durante el periodo

seco, las hojas se cortaron desde la base utilizando tijeras manuales de podar o bien

haciéndose manualmente.
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b) Se tamizo6 las hojas con un cedazo, pesandolas y colocandolas en un percolador el cual
tenia un poco de algodon en la parte inferior, se colocd papel filtro y se agregd etanol al

95%.

c) Se recupero los extractos por medio de extraccion con etanol al 95% posteriormente se

realizd un proceso de concentracion en el rotavapor y por ultimo desecacion.
3. Evaluacion in vitro de la actividad micobactericida

Se utilizd el micrométodo colorimétrico MTT para visualizar la reaccion de
susceptibilidad. La evaluacion de la actividad micobactericida se determind seglin el
cambio de color mostrado por la placa.

a ) Preparacion de reactivos

1) Preparacion de los extractos de plantas: se pes6 0.02 gr del extracto disolviéndolo en 2

ml de DMSO obteniendo una concentracion final de 10mg/ml.

i1 ) Suplemento de Ruth: se agrego6 1.7 gr de glucosa, 0.42 gr de Cloruro de Sodio mas 2.5
ml Acido Oleico con Hidroxido de sodio 0.5 M en 50 ml de agua destilada.

1i1 ) Medio Midlebrook 7H9: se peso6 2.61 gr del medio més 1 ml de glicerol disolviéndolos

en 500 ml de agua desmineralizada.

iv) Solucion MTT: se pes6 3 mg de reactivo en 5 ml de agua desmineralizada estéril.

v ) Tween 80 al 20%: se agregd 20 ml de Tween 80 en 80 ml de agua desmineralizada

estéril.
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vi ) Inéculo de la micobacteria: escala de MacFarland 0.5

Para trabajar con M. tuberculosis es necesario medidas de bioseguridad de nivel III, se
debe trabajar con doble bata, doble guantes, en una cabina de bioseguridad con flujo
laminar vertical, con mascarilla N95 la cual posee una capacidad de filtracion igual o
superior al 95 % y son las que se recomiendan para el aislamiento de micobacterias. Es
importante la descontaminacion de las superficies de trabajo al inicio y al final de haber
trabajado, la eliminacién adecuada de los residuos generados en el laboratorio, el lavado de
manos cada vez que maneje material o al abandonar el laboratorio, y la adopcion de todas
aquellas medidas que minimicen la generacion de aerosoles, el acceso al laboratorio estara
restringido solo al personal necesario, debiendo cerrarse las puertas siempre que se trabaje

en el mismo. (12)

vii ) Solucién reveladora: 1800 pul de MTT en 2160 ul de Tween 80. Utilizando un filtro

con poro 0.45 pum, se alicuotd y almacend protegido de la luz en refrigeracion.

b ) Realizacion del ensayo

1) Se depositdé 200uL de agua destilada estéril en todos los pocillos de la periferia de la
placa.

i1) Se deposité 100 pL de medio Midlebrook 7H9 + OADC a los 60 pocillos restantes.

1i1 ) Se colocd 100 pL de la dilucion de trabajo de cada extractos de arboles y rifampicina

en los pocillos de la fila B.
iv ) Se realizo6 diluciones dobles seriadas hasta la fila G descartando los 100 pL finales.
v ) Se colocé 100 pL del indculo de la micobacteria respectiva en todos los pocillos con

excepcion de los pocillos marcados como CM (control de esterilidad del medio) y C1/100

(dilucion 1:100 del in6culo).
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vi ) En los pocillos marcados como CM se colocd 100 pL mas el medio Midlebrook 7H9 +

OADC.

vii ) En los pocillos marcados como C1/100 se colocod 98 puL mas de medio Midlebrook

7H9 + OADC y 2 pL del in6culo.

viii ) Se incubd la placa a 37 °C en cdmara himeda hasta el dia 5 o dia 7 para M.

smegmatis y M. tuberculosis respectivamente.

¢ ) Revelado de la Placa

Se afiadi6 10 pL de MTT 5 mg/mL y 12 pLL. de Tween 80 al 20 %, incubando la placa 24
horas. Si ocurri6 formacion de un precipitado violeta se anadié 50 puL de la mezcla de SDS
20 % - DMF 50 %. Una vez que se produjo el cambio de color en el pocillo control se

realiz6 el ensayo en los pocillos con extractos.

d ) Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura se realizdé de manera visual, definiéndose la concentracion minima inhibitoria
(CIM) como la menor concentracion del extracto donde el sustrato no cambio de color y

cuya intensidad fue igual o menor a la obtenida en el control C1/100.

E. Disefio estadistico y validez del método

El tipo de estudio es experimental. Disefio al azar. La variable a estudiar fue la
inhibicion del crecimiento de M. tuberculosis y M. smegmatis producido por los extractos
de los arboles C. obtusifolia, B. simaruba, G. ulmifolia, B. crassifolia e H. courboril a
distintas concentraciones (100, 50, 25, 12.5 y 6.25 ug/ml). De acuerdo a la tabla de la

funcion de distribucion acumulada de la probabilidad binomial, el nimero minimo de
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réplicas realizadas debe ser 5 para un nivel o = 0.05 con cada concentracion de ambas
bacterias, comparando los resultados con un control que no contendra ningin tipo de

extracto y un control positivo de rifampicina.

En el andlisis de datos se realizo una prueba de hipotesis binomial donde:

Ho: p <0.5 (No tiene efecto)
Ha: p > 0.5 (Si tienen efecto)

Se esperaba que para rechazar “Ho” y concluir que el extracto tiene efecto, se deben
tener 5 éxitos, al nivel a=0.05 seleccionado. Los resultados obtenidos se interpretaron,

tabularon y se analizaron de acuerdo a los pardmetros anteriormente descritos.

Para validar el micrométodo colorimétrico MTT la actividad micobactericida de las
cepas M. tuberculosis H37Rv y M. smegmatis, se evaluo utilizando como control positivo
rifampicina a una concentracién de 1 mg/ml con 100 % de inhibicion y como control
negativo donde hay crecimiento de las cepas M. tuberculosis H37Rv y M. smegmatis.

Realizando el ensayo 5 veces obteniendo los mismo resultados.
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VIll. RESULTADOS

Se determind la concentracion minima inhibitoria para M. smegmatis en donde se
encontr6 que B. simaruba presenté una CIM de 50 pg/ml, en los demds extractos no se
observé ninglin cambio de color, por lo que no hay actividad de los extractos con respecto a

M. smegmatis, como se puede observa en la tabla 6.

Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria para
M. smegmatis ATCC 607

Concentracion

Arbol 100 50 25 12.5 625 Rifampi  Medio +
pg/ml  ug/ml  ug/ml pug/ml pg/ml -cina micobacteria

Cecropia obtusifolia NOA NOA NOA NOA NOA + NOA
Bursera simaruba + + NOA NOA NOA + NOA
Guazuma ulmifolia NOA NOA NOA NOA NOA + NOA
Byrsonima crassifolia NOA NOA NOA NOA NOA + NOA
Hymenaea courbaril NOA NOA NOA NOA NOA + NOA

Fuente: datos experimentales.

NOA= no se observo actividad (crecimiento bacteriano) + = se observo actividad (no crecimiento bacteriano)

Posteriormente, se determinoé la concentracion minima inhibitoria para M. tuberculosis
H37Rv, donde no se observo inhibicion en los extractos en ninguna de las concentraciones

como se observa en la tabla 7.
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Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria para
M .tuberculosis H37Rv

Concentracion
Arbol
100 50 25 12.5 6.25 Rifampi Medio +
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  -cina  micobacteria
Cecropia obtusifolia NOA NOA NOA NOA NOA + NOA
Bursera simaruba NOA NOA NOA NOA NOA + NOA
Guazuma ulmifolia NOA NOA NOA NOA NOA + NOA
Byrsonima crassifolia NOA ~ NOA NOA NOA NOA + NOA
Hymenaea courbaril NOA NOA NOA NOA NOA + NOA

Fuente: datos experimentales.

NOA= no se observo actividad (crecimiento bacteriano) + = se observo actividad (no crecimiento bacteriano)

La validez del método se realizd analizando los resultados a través de un estudio de
prueba binomial en donde se determind que los extractos presentan una p < 0.5 (a0 = 0.05)
dando un resultado confiable de los extractos contra M. tuberculosis y M. smegmatis. Al
mismo tiempo, la rifampicina que fue el control positivo, no presentd crecimiento
bacteriano mientras que en el control negativo si presento crecimiento bacteriano,

mostrando el mismo comportamiento en las cinco repeticiones.
Por ultimo, se compar6 la actividad bactericida de los extractos de arboles contra

M. smegmatis y M. tuberculosis, encontrando que los resultados obtenidos no se

correlacionaron entre si para ambas micobacterias.
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IX. DISCUSION

En la poblacion guatemalteca el uso de plantas medicinales es una practica popular y
muy comun, por lo que es necesario validar cientificamente el uso de estos recursos

naturales como tratamientos alternativos para erradicar las enfermedades.

La tuberculosis es una de las principales enfermedades cronicas y oportunistas en
Guatemala y su agente causal es M. tuberculosis. Es por ello que se realizé el presente
estudio, eligiendo cinco arboles que son popularmente utilizados para el tratamiento de las
afecciones respiratorias en Guatemala siendo estas: C. obtusifolia (decoccion de hojas), B.
simaruba (decoccion de hojas), G. ulmifolia (decoccion de hojas), B. crassifolia
(cocimiento de corteza, hojas y flores) e H. courbaril (resina quemada), con el fin de
encontrar tratamientos alternativos contra la tuberculosis y ayudar en un futuro a los

pacientes que padecen de esta enfermedad (45-46, 48, 50-51).

Se determino que B. simaruba posee una CMI de 50 ug/ml contra M. smegmatis ATCC
607 como se observa en la tabla 6. Esta planta, segun estudios etnobotanicos, es utilizada
en Cuba para afecciones respiratorias como el catarro lo cual constituye un valioso aporte.
En Reptiblica Dominicana el estudio sobre el analisis fitoquimico sobre algunas plantas
mostré que B. simaruba posee inhibicion solamente sobre algunos bacilos Gram-positivo y
en Guatemala la decoccion de la corteza y las hojas se usa para tratar afecciones
respiratorias. El efecto bactericida mostrado por esta planta posiblemente se debid al
principio activo que posee, aunque puede no depender de una estructura en comun, ya que
hay que considerar que las drogas antituberculosas usadas comercialmente constituyen un

grupo heterogéneo por sus principios activos (19, 45, 53-54).
Los cinco extractos de arboles no presentaron actividad inhibitoria contra M.

tuberculosis H37Rv, por lo que se acepta la hipdtesis nula, pudiéndose deber a que es una

bacteria con un estructura compleja que contiene acido micolico que le confiere la
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formacion de barreras impermeables impidiendo el acceso de sustancias hidrofilicas y

farmacos y a la resistencia a diferentes drogas debido a las mutaciones al azar (22, 57).

Por ser un estudio binomial, se acepta la hipdtesis nula y se concluye que ninguno de los
cinco extractos etandlicos de los arboles estudiados evidencido efecto inhibitorio
significativo contra M. tuberculosis. En M. smegmatis, debido a que solamente B. simaruba
presentd una CIM de 50 ug/ml, por lo que si tiene efecto inhibitorio significativo con un

o = 0.05 y una confiabilidad del 95% (56).

Se validé el micrométodo colorimétrico de MTT empleando cepas ATCC para su
utilizacién en posteriores estudios, para ello se obtuvo el mismo resultado en las cinco
repeticiones. Se utilizé un control positivo de rifampicina a una concentraciéon de 1 mg/ml
con 100% de inhibicion, debido a que es una de las drogas mas efectivas que previene la
aparicion de cepas emergentes resistentes y tiene una accion bactericida en todas las fases
de crecimiento. Al mismo tiempo que es la droga de eleccion en Guatemala para el

tratamiento de la tuberculosis (19).

Al comparar los resultados obtenidos con M. smegmatis y M. tuberculosis no se
correlacionan entre si, por lo que M. smegmatis no podria sustituir a M. tuberculosis en

posteriores estudios para obtener resultados de manera mas rapida.

Debe tomarse en cuenta que la determinacién de la CIM se llevd a cabo visualmente,
por lo que se recomienda que la inhibicion de B. simaruba y de otras plantas en posteriores
estudios se realice utilizando un lector de ELISA para la determinacion de la actividad de
los extractos y asi obtener una CIM exacta. También es importante identificar el principio
activo para utilizar dicha planta en tratamientos alternativos e inhibicion de otras bacterias.
Ademas, seria conveniente realizar extractos de los mismos arboles u otros que se utilicen

en enfermedades respiratorias, utilizando diferentes solventes y partes de éstos.
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X. CONCLUSIONES

A. Los cinco extractos de los arboles no presentaron actividad inhibitoria contra

M. tuberculosis H37Rv.

B. Se demostré que B. simaruba presenta una CMI de 50 ug/ml contra M. smegmatis
ATCC 607.

C. No existe correlacion entre la inhibicion de crecimiento entre M. smegmatis y M.

tuberculosis.
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XIl. RECOMENDACIONES

A. Utilizar un lector ELISA para la determinacién minima inhibitoria exacta mediante

el cambio del color en las placas.
B. Utilizar extractos con diferentes disolventes y partes de B. simaruba en posteriores

estudios, para determinar la actividad de dichos extractos contra las micobacterias

estudiadas.
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