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RESUMEN

L a 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 inhalacién 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 sudoracién nocturna. El diagnéstico se basa en las
manifestaciones clinicas, radiol 6gicas y de anatomia patol 6gica las que son muy inespecificasy en laconfirmacién mediante
técnicas bacteriol6gicas y seroldgicas. Su tratamiento sefundamenta en laasociacion delosféarmacos paraevitar laseleccion
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 determiné la actividad micobactericida de catorce plantas utilizadas popularmente en infecciones
pulmonares. L os extractos etandlicos utilizados fueron Cecropia obtusifolia Bartolini (guédramo), Bursera simaruba (palo
jiote), Guazuma ulmifolia (caulote), Byrsonima crassifolia (nance), Hymenaea courbaril (guapinol), Sida rhombifolia
(escobillo), Senecio salignus (chilca), Solatium torvum (lavaplatos), Dorstenia contrajerva (contrahierba), Bougainvillea
glaba (bouganvillea), SambucasmexicanaPresl. (salico), Acacia farnesiana Willd. (subin), Litsea guatemalensis Mez. (laurel)
y Liquidambar styraciflua L. (liquidambar).

La evaluacion se realizd por medio del bioensayo colorimétrico de bromuro 3-(4.5-dimetiltiazol-2-y  1)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT), enel cual el cambio de coloracion delos pozos permite establ ecer |apresenciadelaactividad micobactericida
delos extractos, asi como laconcentracion en la que se presenta. Se determind que ningunade las plantas eval uadas present6
actividad contra M. tuberculosis ATCC H37Rv en un rango de concentracion de 100 (Ig/ml a 6.52 lig/ml. B. simaruba
presentd una concentracion minimainhibitoria de 50 LIg/mly los extractos de 5. mexicana, C.obtusifolia, A. farnesiana, L.
guatemalensisy L. styraciflua de 25 jig/mL contra M. smegmatis ATCC 607.
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INTRODUCCION El diagndstico es bacteriolégico y se basa

principalmente en la baciloscopiay en casos masdificiles

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa,
transmisible que es provocada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis. Este es un bacilo acido-
alcohol resistente, aerobio, no esporalador, de crecimiento
lento y resistente a frio, congelacion y desecacion, muy
sensible a 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. Su sintomatologia es inespecifica por lo que
no permite tomar las medidas necesarias iniciales para su
tratamiento (1-4),

esd cultivo. Son importantes|os signos caracteristicos de
la tuberculosis como la hemoptisis y dolor toraxico y se
complementa con examenes de gabinete como las
radiografias que muestralesiones en placas, principalmente
en zonas apicales posteriores (5-8).

La tuberculosis es una de las principales
enfermedadescrénicasy oportunistasen Guatemala, segln
laOrganizacion Mundial delaSalud (OMS). Estainfeccion,
es la segunda causa de morbilidad en la poblacion
guatemalteca. El tratamiento de la tuberculosis se
fundamenta en dos grandes bases bacteriol6gicas, la
asociacion de los farmacos para evitar la seleccion de
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resistencia y la necesidad de tratamientos prolongados para
poder matar a todos los bacilos en sus diferentes fases de
crecimiento. Los firmacos de primera linea para el
tratamiento de la tuberculosis son isoniazida, rifampicina,
pirazinamida, etambutol y estreptomicina, los cuales se
administran durante 6 a 8 meses (10,11).

El objetivo de este es curar la infeccion, para lo cual
se prescriben dosis orales diarias de drogas miiltiples hasta
que los resultados de los cultivos y las pruebas de
susceptibilidad ayuden a orientar la seleccion de las drogas
a utilizar ya que el uso de una tnica droga es de baja
prescripeion, aumentando el aparecimiento de cepas
mutantes multiresistentes (1,2). La resistencia bacteriana a
uno o mas de los medicamentos antituberculosos constituye
un factor limitante para obtener la curacién de cada paciente
individualmente y por ende para erradicar la enfermedad
de la comunidad; en términos précticos, este factor debe
ser considerado en relacion con otros, que intervengan en
la erradicacién de la enfermedad con el objetivo de
determinar su importancia relativa y la magnitud de recursos
necesarios para resolver el problema (12).

La incidencia y rapidez del 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 las medidas necesarias para
tratar los casos de tuberculosis y evitar que siga
propagandose la variante farmacorresistente de esta
enfermedad (13).

Debido la importancia de esta enfermedad se han
buscado fratamientos alternativos como la fitoterapia por
lo que se han reportado varios estudios sobre nuevas
alternativas fitoterapéuticas. En Guatemala, Manrique y
cols. en 1992 determinaron la accién antimicobacteriana
in vitro por el método de proporcién 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 bacteriostdtica in vifro a una concentracién de
400 mg/ml. Figueroa en 2000, determiné la actividad
antimicobacteriana de extractos de varias plantas,
concluyendo que Piper auritum HBK, Stachytarpheta
cayennensis Rich. y Enterolobium cycloscarpum Jacq. son
capaces de inhibir el crecimiento de cepas multiresistentes
de M. tuberculosis in vitro a una concentracon de 2 mg/ml.
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Mazariegos y cols. en 2004 determinaron la actividad
micobactericida in vitre por el micrometédo MTT de las
plantas Quercus crasifelia Humb & Bonpl. y E.
cycloscarpum contra M. tuberculosis con concentracion
minima inhibitoria de 25 ug/ml y 50 pg/ml respectivamente
(14 -16).

El presente estudio investigé la actividad
micobactericida de los 14 extractos etandlicos de los plantas
mesoaméricanas que son utilizadas popularmente en
infecciones pulmonares frente al crecimiento de M.
fuberculosis y M. smegmatis. Esta evaluacion se realizé
por medio de un bioensayo para determinar su actividad in
vitro, con base a la concentracién inhibitoria minima (CIM),
para lo cual se utilizé el reactivo croméforo 3-
(4,5dimetiltiazol-2-y1)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio
(MTT) como indicador de actividad contra estas bacterias.
Siendo el propésito principal el de encontrar alternativas
terapéuticas accesibles, seguras y eficaces para combatir
la tuberculosis, ya que los extractos de las plantas que
presenten una menor CIM podran ser de interés para realizar
futuros estudios quimicos a fin de dilucidar los compuestos
responsables de la actividad contra éstas micobacterias.

Materiales y Métodos.

Por conveniencia se seleccionaron las plantas B.
simaruba, G. ulmifolia, B. crassifolia, H. courbaril, S.
rhombifolia, S. salignus, S. torvum, D. contrajerva, B.
glabra, S. mexicana Presl., C. obtusifolia Bartolini, A.
farnesiana Willd., L. guatemalensis Mez. y L. styraciflua
L. que son utilizadas popularmente en el tratamiento de
infecciones respiratorias segin encuesta existente en el
Departamento de Citohistologfa de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala (Tabla 1).

Se llevd a cabo la colecta, secado, extracciéon y
concentracion por rotavapor, del extracto etandlico de la
flor de B. glabra y las hojas de S. mexicana, C. obtusifolia,
A. furnesiana, L. guatemalensis, mientras los otros extractos
fueron proporcionados por el Departamento de
Citohistologia.

Los extractos fueron preparados por medio de
extraccién con etanol al 95% posteriormente se realizé un
proceso de concentraci6n en el rotavapor y por ultimo la
desecacion.
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Tabla 1. Plantas usadas en el estudio

Nombre cientifico Nombre Parte de

comiin la planta
usada
Bursera simaruba Palo jiote Hoja
Guazuma ulmifolia Caulote Hoja
Byrsonimia crassifolia Nance Hoja
Hymenaea courboril Guapinol Hoja

Sida rhombifolia Escobillo Corteza
Senecio saligrus Chilca Hoja
Solanun torvum Lavaplatos Hoja
Dorstenia contrajerva Contrahierba Hoja
Bougainvillea glabra Bouganvilia Flor
Sambucus mexicana Presl. Saiico Hojas
Cecropia obtusifolia Bartolini Guarumo Hojas
Acacia farnesiana Willd. Subin Hojas
Litsea guatemalensis Mez. Laurel Hojas
Liguidambar styraciflua L. liquiddmbar Hojas

Se utilizé el micrométodo colorimétrico MTT para
determinar la actividad bactericida de M. ruberculosis
H37RV y de M. smegmatis ATCC607. La lectura se realizo
de manera visual, definiéndose la CIM como la menor
concentracién del extracto donde el sustrato no cambio de
color y cuya intensidad fue igual o menor a la obtenida en
el control.

El tipo de estudio fue experimental con disefio al azar.
La variable a estudiar fue la inhibicién del crecimiento de
M. tuberculosis y M. smegmatis producido por los extractos
de plantas usadas a distintas concentraciones (100, 50, 25,
12.5 y 6.25 pg/ml). De acuerdo a la tabla de la funci6n de
distribucién acumulada de la probabilidad binomial, el
niimero minimo de réplicas realizadas debe ser 5 para un
nivel a = 0.05 con cada concentracién de ambas bacterias,
comparando los resultados con un control que no contendra
ningtn tipo de extracto y un control de rifampicina.

Resultados

En el estudio se realizé la evaluacion in vifro de la
actividad de extractos etanélicos de las plantas en contra
las cepas de M. tuberculosis H3TRv y M. smegmatis ATCC
607.

Las cinco repeticiones de los ensayos con M. tuberculosis
y de M. smegmatis y cada una de los extractos, se incubaron
cinco y siete dfas respectivamente, obteniendo la misma
repetibilidad en los resultados, para luego consolidarlos y
obtener un tnico resultado (Fig. 1).

Figura 1. Distribucién de los reactivo dentro de las

microplacas
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Clave de la Figura No. 1

Celdas con 200pg/ml de agua
10ug/ml de extracto + 10Qug/ml de medio +
10Q1g/ml de estdndar

Celdas con control positivo., medio de cultivo y
Estindar de MacFarland

Se determiné la CIM para M. smegmatis en donde se
encontré que B. simaruba y S. rhombifolia presentaron
una CIM de 50 wg/ml, los extractos de §. mexicana,
C.obtusifolia, A.farnesiana, L. guatemalensis y L.
styraciflua presentaron una CIM de 25 pig/mL. En los demés
extractos no se encontré actividad con respecto al
crecimiento de M. smegmatis, como se puede observa en
la tabla 2.

Posteriormente, se determiné la CIM para M.
tuberculosis H37Rv, no se observé inhibicién en los
extractos en ninguna de las concentraciones de 100, 50,
25,12.5 y 6.25 pg/ml.

La validacién del método se realiz6 analizando los
resultados a través de un estudio de prueba binomial en
donde se determiné que los extractos presentan una p < 0.5
con un a = 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 presentd crecimiento bacteriano mostrando el
mismo comportamiento en las cinco repeticiones.

Por tltimo, se compar6 la actividad bactericida de
los extractos las plantas en estudio contra M. smegmatis y
M. tuberculosis, encontrando que los resultados obtenidos
no correlacionaron entre si para ambas micobacterias.

"
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Tabla 2. Concentracién Minima Inhibitoria para M. smegmatis ATCC 607

Concentracion [Lg/ml

Planta 100 50 25

12.5 6.25 Rifampi Medio +

-cina micobacteria

Bursera simartiba = -
Guazuma ulmifolia
Byrsonima crassifolia

Hymenaea courbaril

- +
+ +
+ +
Bougainvilla glabra + +

Senecio salignus + +

Solanum torvum + +
Dorstenia contrajerva + +
Sida rhombifolia - -

Litsea guatemalensis - -

+ + 4+ + + + + + o+

Sambucus mexicana - -

Cecropia obtusifolia - -
Liguidambar styraciflua = - =

Acacia farmesiana

+ 4+ 4+ + o+ o+ 4+ 4+ + + F + + o+
SRS S D
1 I
e s e s B e

Fuente: datos experimentales.

DISCUSION

Existen factores que han fayorecido el incremento
de la prevalencia de tuberculosis en el mundo; como el
aumento de la pobreza en paises en via de desarrollo,
crecimiento de los niveles de desnutricion, la falta de apego
al tratamiento, el descuido de la vigilancia epidemiolégica,
la escasez de recursos humanos y econdmicos para su
control, el surgimiento del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) y de cepas multiresistentes a las drogas.
Es clara la necesidad de contar con metodologias que
permitan realizar estudios que determinen la sensibilidad o
resistencia a las drogas antituberculosas, para evitar la
instauracién de tratamientos empiricos que quizds no sélo
resulten inefectivos sino que, tal vez, favorezcan la
propagacion de cepas resistentes a las drogas.

El género Mycobacterium tiene una pared celular

compleja, rica en lipidos y un esqueleto de peptidoglucano
con moléculas de arabinogalactanimicolato, lo que le da
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(-) =No hubo crecimiento bacteriano  (+) = Crecimiento bacteriano

una gran resistencia a muchos de los antibidticos, por lo
que es necesario utilizar un régimen 6ptimo de tratamiento
para cepas M. tuberculosis no resistentes, el cual consiste
en un coctel de tres, cuatro o cinco agentes de primera linea,
segiin la categorfa clinica, radiolégica y bacterioldgica del
paciente. Entre las que se encuentran rifampicina (RIF),
isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), etambutol (ETB) y
estreptomicina (SM) administradas diariamente por seis
meses hasta un afio o més, dependiendo de la gravedad del
paciente, combinacion generalmente efectiva, aiin sila
micobacteria es resistente a una de las drogas usadas.

Es importante mencionar que a excepcion de la RIF,
inhibidor de la ARN polimerasa procariética, y SM,
inhibidor de la sintesis de proteinas, los demds
quimioterapéuticos usados actian sobre la sintesis de los
dcidos grasos complejos de las micobacterias. Los
mecanismos de resistencia a estas drogas involucran genes
cromosomales, por lo que su determinacion no es tan facil,
ya que se realiza por métodos moleculares y depende de la
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cantidad de genes cromosomales implicados y de la
comprensién del rol celular de los mismos (17,18).

En la poblacién guatemalteca el uso de plantas
medicinales es una prictica popular y muy comin, por lo
que es necesario validar cientificamente el uso de estos
recursos naturales como tratamientos alternativos para
erradicar las enfermedades.

Es por ello que se realizd el presente estudio,
eligiendo plantas que son popularmente utilizadas para el
tratamiento de las afecciones respiratorias en Guatemala,
siendo estas B. simaruba, G. ulmifolia, B. crassifolia, H.
courbaril, S. rhombifolia, S. salignus, S. torvum, D,
contrajerva, B. glabra, S. mexicana, C. obtusifolia, B.
obtusifolia, A. farnesiana, L. guatemalensis y L. styraciflua
con el fin de encontrar tratamientos alternativos contra la
tuberculosis y ayudar en un futuro a los pacientes que
padecen de esta enfermedad (19-23).

Al determinar la concentracion minima inhibitoria
de los extractos con M. smegmatis ATCC 607 se observo
que B. simaruba y S. rhombifolia poseen una inhibicién de
50 ug/mL y S. mexicana, C obtusifolia, A. farnesiana, L.
guatemalensis y L. styraciflua la presentan a 25 [lg/mL
como se observa en la tabla 2.

S. rhombifolia en infusién se usa para aliviar
amigdalitis, gripe, tos, catarro y B. simaruba, segin estudios
etnobotdnicos, es utilizada en Cuba para afecciones
respiratorias como el catarro, lo cual constituye un valioso
aporte (10). En Reptiblica Dominicana el estudio sobre el
andlisis fitoquimico sobre algunas plantas mostré que B.
simaruba posee inhibicién solamente en algunos bacilos
Gram-positivo y en Guatemala la decoccién de la corteza
y las hojas se usa para tratar afecciones respiratorias. El
efecto bactericida mostrado por esta planta posiblemente
se debid a la sustancia activa que posee, aunque puede no
depender de una estructura en comiin, ya que hay que
considerar que las drogas antituberculosas usadas
comercialmente constituyen un grupo heterogéneo por sus
principios activos (19, 24-25).

Ninguno de los extractos evaluados presentaron
actividad inhibitoria contra M. tuberculosis H3TRv
pudiéndose deber a que es una bacteria con estructura
compleja que contiene dcido micélico que le confiere la
formacién de barreras impermeables impidiendo el acceso

de sustancias hidrofilicas y firmacos y a la resistencia a
diferentes drogas debido a las mutilaciones al azar (26-27).

Se ha observado en estudios anteriores, que algunos
de los extractos estudiados mads efectivos que han
presentado actividad contra micobacterias son los obtenidos
con el diluyente metanol, sin dejar atrds a los cloroférmicos,
hexdnicos y etandélicos, para extraer los componentes
quimicos presentes en las plantas, siendo estos
principalmente alcaloides, cumarinas, flavonoides los
cuales se encontraron en las plantas estudiadas (28,29). Al
no utilizar en esta investigacion, otros disolventes,
solamente etanol, limita la extraccién completa de estos
compuestos quimicos, presentes en baja cantidad en algunas
de las plantas estudiadas. Asi mismo el estudio de otras de
las partes de las plantas, las cuales pueden ser mds ricas en
estas sustancias.

Se concluye en este estudio que ninguno de los
extractos etandlicos evaluados evidenci6 efecto inhibitorio
significativo contra M. tuberculosis. Mientras que para M.
smegmatis, B. simaruba y S. rhombifolia presentaron una
inhibicién en las cinco repeticiones a una CIM de 50 g/
mL y S. mexicana, C obtusifolia, A. farnesiana, L.
guatemalensis y L. styraciflua la presentaron a 25 pg/mL
por lo que si tienen efecto inhibitorio significativo con un
+=0.05 y una confiabilidad del 95% (26).

Se validé el micrométodo colorimétrico de MTT
empleando cepas ATCC para su utilizacidn en posteriores
estudios, para ello se obtuvo el mismo resultado en las cinco
repeticiones. Se utilizé el control positivo de rifampicina
a una concentracién de 1 mg/ml con 100% de inhibicién
debido a que es una de las drogas mds efectivas, previene
la aparicién de cepas emergentes resistentes y tiene una
accion bactericida en todas las fases del crecimiento. Al
mismo tiempo que es la droga de eleccién en Guatemala
para el tratamiento de la tuberculosis. En el control negativo
no se observé un cambio de color debido al crecimiento de
las micobacterias (10).

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 mds rapida.

Se recomienda seguir realizando estudios in vitre para
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determinar la actividad inhibitoria de extractos de plantas
utilizados por la poblacion guatemalteca para tratar las
infeccionesrespiratorias. Asi como identificar €l principio
activo parautilizar dichaplantaen tratamientosalternativos
einhibicion de otras bacterias. Ademas, seria conveniente
realizar extractos de las mismas plantas que se utilicen en

enfermedades respiratorias, utilizando diferentes sol ventes
y partes de éstos.
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