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RESUMEN

La busqueda de nuevos agentes antimicobacterianos ha aumentado en los Gitimos
afios debido al incremento a escala mundial de los casos de tuberculosis. Se han
desarrollado diversas investigaciones encaminadas a explorar el efecto biolégico de
extractos de plantas sobre diferentes cepas de micobacterias, lo cual ha permitido
encontrar diversas especies vegetales con actividad inhibitoria sobre Mycobacterium
tuberculosis y de sustancias inmunomoduladoras que favorecen la respuesta del
sistema inmunologico ante una infeccion provocada por este microorganismo.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el potencial antimicobacterianc e
inmunomodulador de los extractos y compuestos de la especie medicinal Achillea
millefolium L. (Asteraceae).

Con el estudio de tipo biodirigido de la especie A. millefolium se obtuvieron tres -
extractos: hexanico, metandlico y acuoso, de los cuales el mas activo fue el hexanico
que mostro la mayor actividad inhibitoria contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv.
Para probar la actividad contra este microorganismo se utilizé el micrométodo
colorimetrico de alamar azul a una concentracion de 50 pg/mL, {a actividad se fue
perdiendo en el transcurso del fraccionamiento y con los compuestos aislados
(leucodina, matricarina y desacetilmatricarina).

El efecto de la actividad inmunomoduladora de los tres extractos, se midié sobre la
fagocitosis de levaduras por los neutréfilos. El proceso fagocitico fue inhibido,
observandose que el extracto metandlico, acuoso y hexanico inhibieron el 69, 65 y
79%, respectivamente, a una concentracién de 10 mg/mL.

Del fraccionamiento de! extracto hexanico se encontrdé que los. compuestos
desacetilmatricarina, matricarina y leucodina a 5 mg/mlL inhiben la capacidad
fagocitica en un 45%, 33% y 65% respectivamente. Del extracto metandlico se
aislaron los compuestos antes mencionados mas dos flavonoides, los cuales
activaron la capacidad fagocitica, siendo los valores de activacién del 38% para la 7-
metoxi-3,5,4-trihidroxiflavona  y del 89% para la  5-hidroxi-3,6,7,3'4-
pentametoxiflavona a una concentracion de 5 mg/mL

Este tipo de estudios contribuyen a la bisqueda de nuevas estructuras quimicas
como agentes antimicobacterianos e inmunomoduladores de origen vegetal y validan
el uso que tiene esta planta en la medicina tradicional de México.
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1. GENERALIDADES DE LA TUBERCULOSIS

1.1. Incidencia, prevalencia y mortalidad de la tuberculosis

Los reportes del incremento de casos de tuberculosis han aumentado desde la
decada de los 80's, principalmente en cuatro regiones del mundo: Africa, Sudeste
de Asia, el Oeste del Pacifico y el Este del Mediterraneo (Tabla 1) (Raviglione et al,
1995).

Tabia |. Casos de tuberculosis notificados por la OMS (Raviglione et al, 1995).

Niamero de Nlmero de
Regidén casos en casos en
1984-1986 1989-1991
Africa 264 037 365 465
América 227 277 207 790
Mediterraneo del Este 212 872 281182
Europa 307 617 242 643
Sudeste de Asia 1338 896 1 874 950
Pacifico Oeste 600 185 826 507
Global 2950 884 3798 537

Un trabajo realizado por Dye y colaboradores en 1999 describe la incidencia,
prevalencia y mortalidad de la tuberculosis (TB) que existia en 1997, donde se
reportan 7.96 millones de nuevos casos de TB para ese ano, de los cuales 3.52
millones (44%) presentaban infeccién pulmonar y el total de casos reportados de
dicho padecimiento fue de 16.2 millones de personas en el mundo. Segun
estimaciones, en ese afio existieron 1.87 millones de individuos infectados y el
indice de mortalidad mundial fue de 23%, pero estos valores excedian hasta un
50% en algunos paises africanos con alta incidencia de VIH. Ademas la
prevalencia mundial de infeccion por Mycobacterium fue de 32% (1.86 millones de

personas) para 1999. Asimismo, los autores reportaron que el 8 % de incidencia
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de tuberculosis, ocurre en mas de 5 paises del sudeste asiatico, mientras que 9 de
los 10 paises con mayor porcentaje de incidencia por capital se encuentra en
Africa. La prevalencia de coinfeccion mundial de TB/VIH fue de 0.18% y 640 000
casos de incidencia de TB (8%) tenian la infeccion de VIH. En comparacién,
menos de la mitad (42%) de todos los casos de TB estimados y cerca de una
tercera parte (37%) de casos positivos, fueron reportados por la OMS, (Figura 1.
Dye et al, 1999)

Las notificaciones del incremento de casos de tuberculosis en Londres son
similares a las que se observaron durante los primeros diez afios de la epidemia
en la ciudad de Nueva York. En eéta ciudad, el nidmero de casos difiere
considerablemente dependiendo de ciertos factores, se observa que existe un
aumento en areas de condiciones socioeconémicas bajas y donde hay grandes
pobiaciones de inmigrantes. En Nueva York, la mayoria de los casos se localizan
en el centro de Harlem (79 casos en 1980, a 170 en 1989 por cada 100 000
habitantes). En Londres, los sitos mas afectados son Newhan, Tower Hamlets y
Brent (77-99 casos por cada 100 000 habitantes). El niumero de pacientes
infectados en los municipios de Londres ha aumentado de dos a tres veces mas
en 10 anos. En las dos ciudades mencionadas anteriormente, el incremento de
personas infectadas reportadas se ha encontrado entre los adultos joévenes (15-25

afios) en edad reproductiva (Hayward y Coker, 2000)

En Nueva York y Londres, muchos de los casos de tuberculosis reportados eran
residentes de diverso origen, como hispanos, hindues, africanos, etc. Por ejemplo,
en la ciudad de Nueva York en 1994, 50% de los enfermos reportados con
tuberculosis fueron identificados como afroaméricanos; 26% fueron hispanos, 12%
blancos residentes y el otro 12% restante correspondi¢ a residentes de diferentes
origen (orientales). Por otra parte en la ciudad de Londres en 1993, de los casos
de tuberculosis reportados en ese ano, el 40% de los enfermos eran hindués, el
31% blancos residentes y el 29% restante de otro origen (africanos) (Hayward y

Coker, 2000)

3]
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En Holanda la incidencia de la tuberculosis ha incrementado de 9.7 casos en 1984
a 11.8 casos en 1994 por cada 100 000 habitantes (Deutekom et al, 1997).

La incidencia de la tuberculosis, a escala mundial, se esperaba que aumentara de
8.8 millones de casos que habia en 1995 a 10.2 millones de casos para el afno
2000 y a 11.9 millones para el 2005 (Pilheu et al, 1998). Asimismo, en 19985
murieron 3 millones de personas y se esperaba que para el 2000 murieran 3.5
millones, cifra que sigue aumentando si no se toman las medidas necesarias para
su control. De las muertes ocurridas por tuberculosis, solo el 4.6% se atribuyeron a
la infeccion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) en 1980, esta proporcidn
aumenté hasta mas del 14% ( 500 mil muertes) en el afio 2000 (Pilheu et a/,
1998).

Tasa de incidencia
{por 100 000 Habitantes)

-~ <10

) E.10-24
E25-49
G¥50-99

ENo estimado

Figura 1. Namero de casos estimados de Tuberculosis en 1997. (Tomada de Dye,

1999)

(%)
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En el caso de México, Granich y col. reportan que en 1997, se presentaron 23 575
casos de tuberculosis, donde el indice fue de 25 casos por cada 100 000
habitantes; de los cuales 17 917 (76%) fueron pacientes sin antecedentes de
tratamiento antituberculoso y el 2.7% eran resistentes a dos o mas farmacos
usados en un régimen con tres medicamentos (isoniazida (H), rifampicina (R) y
pirazinamida (Z), ademas se encontrd que 484 pacientes recibieron terapia con un
solo farmaco (cualquiera de los tres farmacos reportados); en este caso, el
tratamiento fue un fracaso. Asimismo, reportaron que solo 313 (1.8%) de los

pacientes presentaron resistencia a mas de tres farmacos (Granich ef al, 2000).

De los pacientes que fueron tratados (5658 casos), 1358 de ellos (24 %) recibieron
terapia con un solo farmaco y los que recibieron un régimen con 5 farmacos -
isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), estreptomicina (S) y etambutol
(E)- (741 casos) presentaron resistencia a mas de 4 farmacos (Granich et al,
2000) Asi mismo, el boletin de enero del 2000 publicado por la Direccién General
de Epidemiologia indica que la TB es una de las 20 primeras causas de muerte en
el pais y los estados con mayor incidencia son Baja California, Chiapas, Guerrero,

Jalisco y Veracruz (Granich et al, 2000).

Por otro lado, al evaluar 10 paises de Latinoamérica durante el periodo de 1986 a
1990, la Organizacién Panamericana de Salud y la OMS encontraron que México
presentaba el 19.1% de resistencia a los farmacos primarios (H, R, Z, Sy E) y
entre 1989 a 1993 el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégica (INDRE) evalud 1811 casos aislados clinicos de M. tuberculosis de
diversos estados y encontré una resistencia primaria de 8.3% (Granich et al,

2000).

Al compararse los resultados de 35 paises que participaron en un progré'ma de
vigilancia mundial de la farmaco-resistencia a los antifimicos (OMS/IUATLD) en el
periodo de 1994 a 1997, se encontré que México ocupaba la novena posicidén por

presencia de cepas de M. tuberculosis con resistencia primaria (18.3 %) a uno de
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los cuatro farmacos (M, R, E y S). Cuando se compararon los niveles de
resistencia entre pacientes que habian recibido tratamiento previo, México se
encontraba en la sexta posicion de los 35 paises, con un 53 % de resistencia
(Granich ef al, 2000).

Los principales factores que contribuyen al incremento de la tuberculosis, son
pobreza extrema, migracién (Deutekom et al, 1997, Hayward y Coker, 2000),
prescripciones medicas inadecuadas, cancer, la presencia de enfermedades que
comprometen el sistema inmune como la diabetes, VIH y alcoholismo entre otras;
pero la mayor contribucion al incremento del indice de mortalidad es la aparicidn
de cepas de M. tuberculosis resistentes a uno o mas farmacos antitubercuiosos

utilizadas en la actualidad (Rattan et al, 1998).

1.2. Farmaco-resistencia de Mycobacterium tuberculosis

La farmaco-resistencia se refiere a la resistencia simultanea de las cepas de
Mycobacterium a dos o mas farmacos como la rifampicina e isoniazida; con o sin
resistencia a otros farmacos. Rattan y colaboradores (1998) por analisis de
genética y biologia molecular, han demostrado que el bacilo puede adquirir la
farmaco-resistencia por tres vias: a) alteracion de los sitios de accion del farmaco
a través de una mutacién, b) por la sobreproduccién de sitios de accién, ¢} por

biotransformacion del farmaco por el bacilo.

La farmaco-resistencia resulta primariamente de la acumulacion de mutaciones
individuales en los sitios de accidbn del farmaco en los genes del
microorganismo. La probabilidad de resistencia es alta para farmacos
antituberculosos poco efectivos como, tiacetazonas, etionamida, capreomicina,
cicloserina y viomicina, es decir de una pobiacion de 10° bacilos de tubercuiosis,
uno puede ser resistente a los farmacos anteriores; mientras que para otros

como isoniazida, estreptomicina, etambutol, kanamicina y acido p-amino
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salicilico, esta probabilidad es intermedia, 1/10% y baja para farmacos como la
rifampicina 1/10%. Consecuentemente, la probabilidad de una mutacion es
directamente proporcional a la carga bacteriana. Una carga de bacilos de 10°
puede contener diversos mutantes resistentes a algun farmaco antituberculoso
(Rattan et al, 1998).

1.3. Tratamiento contra la Tuberculosis

El tratamiento contra la tuberculosis pulmonar se da en tres etapas: 1) primario
acortado, 2) primario reforzado y 3) retratamiento. Estos tratamientos deben ser
administrados y controlados de acuerdo al programa denominado como
tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES), el cual ofrece completa
seguridad respecto de la ingestion de los medicamentos y asegura la curacion
(Proyecto de Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-1993).

Los medicamentos considerados como de primera linea que se utilizan en el
tratamiento de la tuberculosis son: isoniazida (H), rifampicina (R}, pirazinamida
(Z), estreptomicina (S) y etambutol (E}, cuyas estructuras, mecanismos de

accion, presentacion, dosis y reacciones adversas se sefialan en la Tabla Il y HI.

El TAES para la tuberculosis incluye los siguientes medicamentos: isoniazida
(H), rifampicina (R), pirazinamida (Z); se aplica en todos los casos nuevos y
aquellos que lo reanudan por un abandono o por primera recaida. Este esquema
se lleva a cabo durante 25 semanas o hasta completar 105 dosis y esta dividido
en dos fases: fase intensiva 60 dosis (diario de lunes a sabado con HRy Z), y
fase de sostén 45 dosis (intermitente 3 veces a la semana con H y R) (Proyecto

de modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-1993).

El tratamiento primario reforzado es el que se aplica a todos los pacientes que

hayan abandonado o recaido por segunda ocasidbn o que se asocien con
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inmunodepresion  (infeccion por  VIH, diabéticos, con tratamiento
inmunodepresor, etc.) y debera ser administrado en forma supervisada durante
9 meses aproximadamente o hasta completar 144 dosis.

Los enfermos que fracasaron en los tratamientos anteriores fueron multitratados
con persistencia de baciloscopia' positivas después del tercer mes de
tratamiento reguiar, o con 2 baciloscopias positivas de meses consecutivos.
Después de un periodo de baciloscopias negativas de bacilos, deberan
confirmarse estos por cultivo, realizarse estudios de sensibilidad a
medicamentos y referirse al especialista quien instituird el esquema de
retratamiento (Proyecto de modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-006-
SSA2-1993).

El problema de la farmaco-resistencia en la tuberculosis es muy dificil de
resolver y requiere mezclas de 5 medicamentos diferentes por un periodo de
tratamiento largo (Tabla lli). A veces, la intervencioén quirGrgica es necesaria
para remover areas destruidas del pulmén que son inaccesibles a los farmacos

y que han sido muy infectadas por las micobacterias.

Dada la presencia o aparicion cada vez mas frecuente de cepas farmaco-
resistentes de M. tuberculosis a los farmacos primarios clasicos o existentes, es
necesario y urgente contribuir en la bisqueda de nuevos agentes (Lall ef al,
1999).

'Baciloscopfa: Estudio microscopico de la secrecién bronquial para determinar la eventual

presencia dei bacilo de la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis).
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Tabla Il. Antifimicos empleados en el tratamiento de la tuberculosis

MEDICAMENTO

MECANISMO D& ACCION

Inhibe la biosintesis de acidos micélicos
constituyentes de la pared
micobacteriana.

La exposicién o contacto con el farmaco
hace que se pierda el caracter "acido-
resistente" (Mandell y Petri, 1996).

El RNA micobacteriano se sintetiza
sobre un moide de DNA (transcripcion
del DNA); este proceso se lleva a cabo
por la accién de la enzima RNA
polimerasa.

La rifampicina interactua
especificamente con la subunidad 3 de
la RNA polimerasa y bloquea el proceso
de transcripcion del DNA
micobacteriano (Mandell y Petri, 1996).

ETAMBUTOL

Interactiia con las proteinas EmbCAB
codificadas por los genes embC, embA
y embB, provocando la inactivacion de
fa sintesis de arabinogalactanos de la
pared celular de la micobacteria (Rattan
et al, 1998).

bﬂH

OH H  R=CHNH

ESTREPTOMICINA

Interumpe la  decodificacion  del
aminoacil-tRNA,  inhibiendo la
traduccion del RNA mensajero (Rattan
et al, 1998).
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MEDICAMENTO

MECANISMO DE ACCION

. CONH ,
[ \j/
/

N

PIRAZINAMIDA

Las enzimas involucradas en la sintesis
de nucleétidos de piridina son los
probables sitios de accion (Rattan et al,
1998).

Tabla Ill. Medicamentos empleados en el tratamiento de la Tuberculosis: dosis y

reacciones adversas.

Dosis )
Medicamentos Clave | presentacion | maxima/ Reacciones
IMSS dia adversas
Neuropatia
Isoniazida (H) 2404 Comp. 100 300 mg periférica
mg o
Hepatitis
: Hepatitis
Cap. 300 mg ) s
Rifampicina (R) 2495 | Jarabe 100 | s00mg | HiPersensibilidad
mg X 5mi n graccmnes
medicamentosas
N . Comp.500 Gota
Pirazinamida (2) 2413 mg 1529 Hepatits
Vertigo
Estreptomicina (S) 2403 Feo. Amp. 1 1g Hipoacusia
J Dermatosis
Etambutol (E) 2405 Comp. 400 1200 Alteracién de la
mg mg vision
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1.4. Caracteristicas morfologicas de Mycobacterium tuberculosis

El aspecto habitual del bacilo de la tuberculosis es el de un bastoncille delgado
ligeramente curvo o doblado, con extremidades redondeadas o conicas. Su
tamano varia entre 0.2 y 0.6 X 1.0 y 10 um (Figura 2); pueden observarse en
cultivos, colonias formando algunas extensiones ramificadas y filamentosas
(estructura parecida a una cuerda enredada) (Figura 3), pero suelen
fragmentarse en bastoncillos o formas cocobacilares tras la manipulacién
(Warren y Body, 1996).

Las micobacterias son aerobias, acido-resistentes y sin motilidad, no producen
endosporas, conidios ni micelios aéreos. Aunque consideradas por lo general
grampositivas, las micobacterias no se tifien con la coloracion de Gram. La
coloracion acido-resistente, efectuada por el procedimiento con carbolfucsina o
con la utilizacidon de un fluorocromo, es la preferida para demostrar a los
microorganismos por medio de microscopia (Figura 4 y 5) (Warren y Body,
1996).

La pared celular de las micobacterias (Figura 6) es rica en lipidos y esta
constituida por acidos grasos a-alquilicos y B-hidroxilicos de peso molecular
elevado; se han detectado constituyentes en la pared tales como el factor
cuerda, sulfolipidos y micésidos, sustancias que actian como factores de
virulencia de la micobacteria. El factor cuerda, conocido ahora como dimicolato
de trehalosa, tiene actividades tdxicas, pero es dudosa su funcién como factor
de virulencia, dado que se encuentra principalmente en micobacterias no
patégenas. La presencia de sulfolipidos en las cepas virulentas de M.
tuberculosis intensifican la toxicidad del factor cuerda. Los micdsidos de
superficie (glucolipidos y glucopeptilipidos), especificos de cada especie de
micobacteria, constituyen una zona transparente a los electrones alrededor de
los microorganismos lo cual les confiere proteccion contra el medio) (Warren y
Body, 1996).
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Figura 2. Micrografia electrénica de
M. tuberculosis (tomado de
Weidman, 1999).

Figura 3. En medio de cultivo liquido,
el microorganismo se adhiere, de
lado a lado con otros, formando
colonias ¢on una estructura parecida
a una cuerda enredada. Este
fenébmeno es caracteristico de M.
tuberculosis (tomado de Nester ef
al 1998)

Figura 4. Micobacterias en nddulos
linfaticos tuberculosos, tefiidas
mediante el procedimientc de
Kinyoun. Este método se basa en la
clasica tincion de carbolfuscina por la
cual las micobacterias se tifien de
rojo (tomado de Koneman et al,
1988) '

Figura 5. Microorganismos de M.
tuberculosis teftidos con el
fluorocromo auramina (tomado de
Nester ef af, 1998)
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Figura 6. Estructura de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis (tomado
de McNeil et al, 1996)

El lipoarabinomanano (LAM) es otro constituyente de tipo polisacarido de ia
pared celular que puede actuar como factor de virulencia por sus diversas
interacciones comprobadas con el sistema inmunologico del huésped. EI LAM
de M. tuberculosis virulento difiere del LAM de las micobacterias no patogenas,
porque se encuentra intensificada su capacidad para estimular la produccién del
factor alfa de necrosis tumoral (FNTa) en los fagocitos mononucleares y
funciona como aceptor de los radicales libres de oxigeno, entre otras
propiedades (Elliner, 1996).

1.5. Respuesta inmune y mecanismos de defensa contra Mycobacterium

tuberculosis

Los leucocitos polimorfonucleares neu“t'r’éfi[os (PMN) y los mononucleares
macrofagos (MN), funcionando de manera coordinada, son en general suficientes
para destruir a la mayoria de los gérmenes que invaden al organismo (Slots y
Taubman, 1992).
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Los PMN son mas abundantes en sangre, son la primera linea de defensa celular
contra microorganismos “sencillos" pero potencialmente patégenos (Slots vy
Taubman, 1992).

Los microorganismos estructuralmente mas complicados, como es M.
tuberculosis, resisten los efectos bactericidas de los PMN y son entonces

recogidos por los macréfagos (Slots y Taubman, 1992).

La infeccion inicial de la TB, se transmite por el aire dado que Mycobacterium
tuberculosis no contiene enzimas que le ayuden a penetrar por la mucosa y estos
microorganismos deben adherirse a particulas pequefias (menos de 5 um) para
penetrar a la zona alveolar. Aunque no se conoce la dosis infecciosa minima de M.
tuberculosis para los seres humanos, en conejos y cobayos puede bastar de uno a
tres microorganismos para provocar la infeccion; los cuales son ingeridos por
macrofagos alveolares y transportados hacia los ganglios linfaticos, ahi estan
contenidos en tubérculos pequefios: granulomas, que consisten en células
epiteloides, células gigantes y linfocitos (Figura 7). La formacion de los
granulomas es causada en parte por el factor cuerda (Figura 3 y 6). Con el tiempo,
el centro de los tubérculos se necrosa y avanza para formar masas acelulares de
restos, como queso, denominados material caseoso. La combinacion de una sola
lesion en el pulmdn, a menudo exactamente por debajo de la pleura y del material
caseoso en los ganglios linfaticos bronquiales se denomina complejo de Ghon
(Fine, 1994).

La tuberculosis primaria puede seguir dos caminos.

1. En las personas sanas las infecciones provocadas por el bacilo, se curan de
forma espontanea y se fibrosan o se calcifican. Estas lesiones en general
persisten durante toda la vida y pueden verse afnos después en ias radiografias
de toérax como nédulos.

2. En las personas inmunocomprometidas, los microorganismos pueden invadir el
torrente circulatorio e invadir cualquier 6rgano del cuerpo. Esto puede provocar
una infeccion generalizada y potencialmente letal conocida como tuberculosis

miliar diseminada (Fine, 1994).
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A continuacion se describen los procesos por el cual los PMN y MN se encargan

de destruir a M. tuberculosis.

La fagocitosis es el engullimiento de células y particulas por células del cuerpo
humano. Los dos tipos celulares responsables de la fagocitosis en nuestro
organismo son los neutréfilos y los macréfagos (Figura 8) (Labro, 1994).

Los macrofagos provienen de la diferenciacion de los monocitos de la sangre, y
estan presentes en todas partes del cuerpo, en el tejido conectivo.

El orden del proceso fagocitico ocurre de la siguiente manera, en cuanto los
microorganismos penetran en los tejidos, se genera una reaccion inflamatoria
localizada por su interaccion con los macrofagos residentes, mastocitos y factores
humorales (sistema del complemento). Esto da lugar primero a una dilatacion de
los capilares y a un aumento de la permeabilidad, con la extravasacion
consiguiente de constituyentes del suero, especialmente de las proteinas del

sistema del complemento (Labro, 1994).

Ganglio linfatico
tragueobronguial

Bacilos inhalados
como nuclecs de gotitas

Neutréfilo Bacilos en los fagocilos

Figura 7. Los bacilos de la tubercuiosis ingresan a través de las vias aereas
(Tomado de Spitznagel y Jacobs, 1994)



vasodilatacion

tejidos
célulasitejidos

extravasacion

-
Ik

“~~<._ . lactoferrina
(complemento)

DIAPESIS

QUIMICTAXIS

+/- preparagion

INFLAMACION

v
DIGESTION

g

depe’wdien e de O,

INTRODUCCION

microorganjsmos

reaccion
¥ inflamatoria
localizada

UNION
+/- opsoninas, lectinas

ENGULLIMIENTO
(Fagocitosis)

ACTIVACION

(oxidasa NADPH)
+ degranulacion

ELIMINACION

ecanismos
no dependiete de O,

Figura 8. Mecanismos inespecificos implicados en ia inmunidad PMN (Explicacion

en el texto).
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El complemento comprende una serie de proteinas que actuan para eliminar los
microorganismos asi como otros antigenos de los tejidos y la sangre. Esta labor se
consigue o bien por el complemento por si solo o mediante la colaboracion de los
componentes del complemento con anticuerpos y/o ceélulas que presentan
receptores del complemento. Este sistema del complemento incluye cerca de 30
proteinas plasmaticas y de membrana (C3b, B, D, C5a, etc.); el cual tiene dos vias
de activacion, la clasica mediada por inmunoglobulinas (anticuerpos) y la
alternativa que se produce de manera espontanea ante una invasion por
microorganismos; ademas funciona en ausencia de anticuerpos (Labro, 1994).

La activacion de la via alternativa del complemento se inicia por la unién de la C3
a la superficie del microorganismo invasor, y aunado a esto, la hidrdlisis del puente
tioéster intramolecular de la C3, provocando cambios conformacionales de la C3
{que pasa a una conformacién del tipo C3b). La molécula de tipo C3b reacciona
con los factores B y D del complemento, para formar una convertasa C3b-Bb que
se une a la superficie bacteriana. Las dos convertasas C3 (C4b 2a y C3b Bb) son
homdlogas y generan miiltiples moléculas C3b, las cuales se unen a la superficie
bacteriana (opsonizacion) y son reconocidas por receptores localizados en la
membrana del neutrdfilo, lo cual favorece la induccion de respuestas celulares
como la fagocitosis (Labro, 1994).

Por otra parte el sistema del complemento C5a actua como agente quimiotactico
para los PMN y los macréfagos, y como desencadenante de la desgranulacion de
los mastocitos. La lesién del tejido causada por las bacterias, activa el sistema de
la coagulacidn y la formacién de fibrina, lo que limita fa diseminacion bacteriana.
Las cininas, i0s leucotrienos, las prostaglandinas y los productos de Ia
desgranulacion de los mastocitos aumentan el flujo sanguineo en los lechos
capilares locales y elevan la permeabilidad capilar, provocando que a continuacion
los PMN penetren en los tejidos por diapedesis (movilizacion por medio de la
redisposicion de sus microfilamentos citoplasmaticos y sus microttbulos), dirigidos
por el gradiente quimiotactico y migren hacia el punto de la infeccién (quimiotaxis).
El paso siguiente es la union de los neutrofilos a los microorganismos invasores,

que es favorecida por la organizacion (depoésitos de los productos de
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fragmentacién del complemento C3b y/o inmunoglobulinas). Estas opsoninas son
reconocidas por receptores especificos de la membrana del PMN y permiten una
estrecha union del PMN a la bacteria (Labro, 1994).
Después de esta adhesion, las bacterias son engullidas en el interior de una
vacuola (fagosoma), la activacion del PMN da lugar a la unién de un complejo
sistema enzimatico (NADPH oxidasa) (Labro, 1994).
Por ofra parte los neutréfilos poseen granulos que son lisosomas especializados,
la mayor parte de los granulos de los neutréfilos son de dos tipos:
1) Los granulos azuréfilos o primarios, contienen lisozima, elastasa,
mieloperdxidasa (MPO) y diversas proteinas cationicas.
2) Los granulos especificos o secundarios contienen un citocromo, la proteina
fijadora de fierro lactoferrina, la cual se une con la vitamina By, y una colagenasa;
capta el fierro disponible e inhibe asi el crecimiento de las bacterias, la capacidad
de muchas bacterias para crecer depende de la disponibilidad de ese fierro libre
(Tristram, 1994)
La fusion de los granulos del PMN con el fagosoma (que asi pasa a denominarse
fagolisosoma) expone a la bacteria engullida a los distintos mecanismos liticos
divididos en los siguientes grupos:
1) Mecanismos dependientes del oxigeno 6 estallido respiratorio (transformacion
de O;- en variantes del oxigeno con mas potencia de reaccién mediante el sistema
de la mieloperoxidasa (MPO) liberada a partir de los granulos azurofilos)
La activacion del proceso fagocitico del PMN da lugar a la activacidn de un
compiejo sistema enzimatico, NADPH oxidasa; el cual se localiza en la membrana
plasmatica de! neutréfilo; esta oxidasa reduce el oxigeno a anién superoxido O,-,
generandose radicales hidroxilo (OH"), y oxigeno (O-), todos ellos potencialmente
toxicos. El anidn superoxido es transformado en perdxido de hidrégeno (H,O2) por
la siguiente reaccion:

05- + H,0 -» H00+ Oy
Esta reaccion es muy rapida y esta catalizada por la superoxido dismutasa; ef
peroxido de hidrogeno producto de esta reaccion y la MPO, la cual se descarga de

los granulos azurdfilos del neutrédfilo al fagolisosoma, pueden actuar
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conjuntamente sobre algunos aminoacidos para generar aldehidos que por su
caracter toxico dafian a la superficie bacteriana. A partir del H,0;, de la MPO y de
los haluros CI', Br 6 I', se producen otros oxidantes toxicos como el hipoclorito
(OCI), el hipobromito (OBr’) y el hipoyodito (OI), los cuales son los encargados de
la destruccion de los microorganismos (Labro, 1994).

2) Mecanismos independientes del oxigeno (lisozima, serprocidinas y lactoferrina).
Tras la fusion de los lisosomas se producen cambios transitorios de pH,; algunos
microorganismos pueden destruirse por esta acidificacion, aunque es mas
probable que tenga lugar al pH éptimo de diversas proteinas bactericidas, como es
el caso de las serprocidinas, de tipo catidnico, las cuales son péptidos formados
por 32-34 aminoacidos, ricos en cisteina y arginina, que provocan dafo en la
membrana de los microorganismos (Labro, 1994).

Otra proteina involucrada en este mecanismo de destruccién bacteriana, es la
lisozima que hidroliza la pared celular bacteriana (Labro, 1994).

Se ha implicado también a otras diversas sustancias, tales como la lactoferrina, en
el proceso destructivo. Esta proteina puede unirse al fierro y hacer a éste no apto
para las bacterias, incluso a un pH acido. Por consiguiente la capacidad de los
polimorfos para destruir algunas bacterias se pierde si se produce una sobrecarga
de fierro (Labro, 1994).

Tras matar al microorganismo, tiene lugar su digestién por una amplia variedad de
enzimas hidroliticas liberadas a partir de los granulos.

Los macréfagos muestran una actividad bactericida similar, excepto por el tiempo
de su respuesta, que es de horas para los macrofagos en comparacién con unos
minutos para los PMN (Labro, 1994).

Para que tenga lugar el proceso completo, los fagocitos deben ser totaimente
activados por concentraciones optimas de microorganismos opsonizados 0 no
opsonizados. Sin embargo, antes de que el contacto con su objetivo induzca la
activacion, estan preparados por la quimiotaxis y otras sefiales responsables de la
adhesion al endotelio; esta situacion de "pre-activacion” se denomina cebado. Si
las sefales son excesivas, los fagocitos pueden activarse antes de alcanzar su

objetivo previsto y liberar sus sustancias destructivas (enzimas y oxidantes) en los
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tejidos circundantes, con la consiguiente lesion a las células y tejidos; éste es un
mecanismo clave en la reaccion inflamatoria excesiva que se asocia a menudo
con las enfermedades infecciosas (Labro, 1994).

Mycobacterium tuberculosis es un patégeno facultativo intracelular de los fagocitos
mononucleares (macréfagos). E! paso inicial después de la entrada de la bacteria
en la celula hospedera, es la fagocitosis, un proceso estimulado por interacciones
especificas de receptores (Schlesinger ef al, 1994).

La supervivencia de M. tuberculosis dentro del huésped depende de la capacidad
del microorganismo para multiplicarse dentro de los macréfagos y los monocitos.
La inmunidad del huésped a M. tuberculosis depende de que ocurra una respuesta
celular antimicobacteriana vigorosa que active los macrofagos para que maten o
restrinjan el crecimiento de los microorganismos intracelulares (Walker, 1999).

Al comienzo de la infeccion los macréfagos son atraidos a cada sitio infectado por
generacion de los factores quimiotacticos: factor del complemento C5a y proteina
quimiotactica de monocitos (MCP-1). Los linfocitos T son atraidos por la
interfeucina IL-8. Los macréfagos no estimulados fagocitan las micobacterias, pero
no controlan la infeccién hasta que una respuesta inmunitaria mediada por células
especifica aparece por primera vez durante la 32 a 102 semana. Los macréfagos
atraidos por MCP-1 estimula el estallido respiratorio en los macrofagos (Walker,
1999).

El mecanismo antimicobacteriano desencadenado por los macréfagos consisten
en la produccion de intermediarios reactivos de nitrégeno. La citotoxicidad de los
macréfagos activados, se debe en gran medida a su capacidad para metabolizar
ia L-arginina. El metabolismo de la L-arginina genera 6xido nitrico como producto
colateral y citrulina como producto principal. En este caso se produce un radical
como primer producto libre, el cual después reacciona con oxigeno y agua para
generar nuevos intermediarios reactivos. Los intermediarios reactivos del
nitrégeno, son productos de la oxidacién del nitrégeno del grupo guanido de la L-
arginina. Los productos mas oxidados del nitrogeno pueden reaccionar con
aminas para generar nitrosaminas, los analogos de las cloraminas de la via de los

intermediarios reactivos del oxigeno (Tristram, 1994).
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El oxido nitroso y el anidn superéxido son los productos de biosintesis mas
pequenos que se conocen como moléculas bioactivas. Su tamano tan pequefio, su
lipofilicidad y su reactividad, los convierte en verdaderas balas moleculares
capaces de penetrar la fuerte pared lipidica de las micobacterias (Schlesinger,
1994).

Aunado a este mecanismo antimicobacteriano, los linfocitos CD4"se dividen en los

fenotipos Th1 y Th2. Las células Th1 secretan interferon-y e IL-2 en repuesta a

estimulos antigénicos especificos, mientras que las células Th2 secretan IL-4, IL5,

IL-6 e IL-10, las cuales activan a los linfocitos T y células asesinas (Walker, 1999).

Animales infectados por M. tuberculosis producen de manera preferencial las

colonias de células T de tipo Th1, y la expansién de estas colonias se relaciona

con su capacidad para recuperarse de la infeccion. Ademas, hay por lo menos dos

poblaciones de receptores para células T (TCR). La mayor parte de las células T

expresa TCR o/f, pero una porcién pequefia de las células T expresa TCR /6.

Casi todas las células T v/5 son CD4/CD8" y son importantes en la recuperacién

de infecciones intracelulares. En los sujetos infectados con M. tuberculosis que no

padecen la enfermedad, al parecer se expanden de manera preferencial las
colonias de células v/3, aunque la repuesta principal de células T consiste de

células T o/p (Walker, 1999).

Se sabe que los linfocitos T y las células asesinas naturales son importantes en la

recuperacion de la infeccion por M. fuberculosis porque matan a los macréfagos y

monocitos infectados con el microorganismo (Walker, 1999).

A pesar de los mecanismo de defensa que realizan los PMN y los MN, ante la

infeccién por M. tuberculosis, este logra sobrevivir y provocar la enfermedad, esto

se debe a los siguientes factores:

1. Algunas cepas virulentas de M. tuberculosis (cepa Erdman) contienen en la
parte terminal del lipoarabinomanano, oligosacaridos de manosa (ManLAM).
Algunos estudios han demostrado que ManLAM sirve como ligando a la
micobacteria, para adheririse a los macréfagos. La interaccion inicial entre

ManLAM y los macrofagos involucra la unién a los receptores de manosa (RM).

20



INTRODUCCION

Las unidades terminales de los mandsidos de ManLAM se unen a RM y el C3
secretado por el macréfago puede también servir de sitio de adhesion para
LAM. La directa interaccion entre ManLaM y CR3 puede ocurrir por la unién de
epitopes de carbohidratos a CR3 (Schlesinger, 1994).

. El LAM puede inmovilizar los mecanismos dependientes del oxigeno, en dos
vias: a) |LAM atrapa los radicales toxicos de oxigeno generados durante el
estallido respiratorio del fagocito, y b} afecta el estallido oxidativo inhibiendo las
enzimas que intervienen en éste.

. Por otra parte, se sabe que ManLAM no es detectado por el macréfago y que
la produccion de oxido nitrico disminuye.

. Muchas de las cepas virulentas de micobacterium tienen el factor cuerda, un
glucolipido de trehalosa y acido micdlico que tiene diversas propiedades
virulentas (por ejemplo, dafia la membrana mitocondrial provocando fallas en la
fosforilacion oxidativa) (Schlesinger, 1994).

. Otro factor, son los sulfolipidos que previenen la fusion fagosoma-lisosoma en
los macréfagos, y por lo tanto, ayudan al establecimiento del bacilo dentro del
macréfago evitando asi la exposicion ha hidrolasas lisosomales (Walker, 1999)
. M. tuberculosis también posee la capacidad de producir altos niveles de
amoniaco. La produccion de amoniaco por M. tuberculosis puede debilitar la
potencia de los mecanismos antimicobacterianos dependientes de L-arginina y
de las enzimas lisosdmicas, que funcionan mejor a un pH acido (Chan, 1994).
La habilidad de producir cantidades significativas de amoniaco permite al
bacilo de la tuberculosis evadir el medio toxico dentro de la vacuola lisosomal
por (a) inhibicion de la fusidon del fagosoma con el lisosoma y (b) disminucion
de la actividad catalitica de las enzimas intralisosomales por alcalinizacién del
medio (Chan, 1991).
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1.6. Las Plantas Medicinales como fuente potencial de compuestos activos

contra Mycobacterium tuberculosis y otras especies

La OMS estima que el 80% de la poblacién que vive en paises en vias de
desarrollo cast exclusivamente emplea la medicina tradicional. Esto quiere decir
que cerca de 3300 millones de personas usan plantas medicinales para aliviar
algun padecimiento. Sin embargo, las especies vegetales deben ser estudiadas
desde el punto de vista quimico y bioldgico para validar su uso en la medicina
tradicional (Eloff, 1998).

Los componentes medicinales de las plantas también juegan un papel importante
en fa medicina clasica occidental. En 1984, al menos el 25% de los farmacos
administrados en los Estados Unidos y Canada, se derivc") 6 elabord a partir de
productos naturales (Eloff, 1998).

En 1985, Farnsworth y colaboradores identificaron 119 metabolitos secundarios de
plantas que son usados mundialmente como farmacos, y los cuales se muestran

en la siguiente tabla:

Planta Metabolito Accidn Uso Tradicional |
Aescina
(saponina | Antiinflamatorio | Inflamaciones
triterpenica)

Aesculus hippocastanum L.
(Sapindaceae)

Nicofiana tabacum L. Nicotina

(Solanaceae) (alcaloide) Insecticida Narcotico
Papaver somniferum L. Morfina . Analgésico,
(Papaveraceae) (alcaloide) Analgesico sedante
Chinchona ledgeriana Quinina Antimalarico, Malaria
(Rubiaceae) (alcaloide) Antipirético.

Ademas, se estima que del 14 al 28% de las plantas superiores, es empleado
medicinalmente; y solo el 16% de todas [as angiospermas, ha sido investigado
quimicamente y que el 74% de los componentes farmacolégicamente activos de
plantas, fue descubierto después de conocer el uso etnomédico de la planta (Eloff,
1998).
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La herbolaria, nombre con el que se conoce a la practica terapéutica que utiliza
plantas medicinales, continia vigente y tiene gran arraigo en nuestro pais. Las
plantas medicinales aun constituyen el recurso mas conocido y accesible para
grandes nucleos de la poblacién mexicana. La OMS reconoce el valor de esta
practica terapéutica y le otorga gran importancia en los esquemas o sistemas
publicos para la salud (Huerta, 1999).

La extraordinaria riqueza floristica de México (26500 especies conocidas, de las
cuales aproximadamente 9500 son endemicas), lo ubica en el cuarto lugar
mundial, y ha sido uno de los factores determinantes para que la herbolaria
floreciera desde la época prehispanica. Ademas, buena parte de esos
conocimientos prehispanicos han perdurado en invaiuables documentos, como el
Cdédice de la Cruz-Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, de 1552),
que fue dictado en nahuati por el médico indigena Martin de la Cruz, traducido al
latin por Juan Badiano e ilustrado con dibujos de las plantas en un estilo
tipicamente indigena. Estos conocimientos empiricos han sido transmitidos
durante siglos por los indigenas que integran 56 grupos étnicos y que contindan
siendo los depositarios de este legado. El rescate y la validacion de estos
conocimientos y recursos biolégicos son recientes, pues datan apenas de hace 25
afios (Huerta, 1999).

Actualmente se han registrado en México alrededor de 4000 especies con
atributos medicinales, es decir el 15% de la flora total conocida (Huerta, 1999).
Este numero coincide con lo informado en varias regiones del mundo por
especialistas en la materia, quienes consideran que una de cada siete especies
posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se calcula que en Meéxico, y en
todo el mundo, la validacién quimica farmacolégica y biomédica sélo se ha llevado
a cabo en 5% de estas especies (Huerta, 1999)

Al presentarse un resurgimiento de enfermedades que se creian erradicadas
(malaria, parasitosis diversas, tuberculosis, etc.), asi como la creciente incidencia
de cancer y la aparicion del mortal VIH, se ha considerado necesario y urgente
intensificar la busqueda de nuevas sustancias, particularmente en las plantas de

las que se tienen pruebas de sus virtudes medicinales (Huerta, 1999).
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La busqueda de agentes antimicobacterianos se ha concentrado en los Ultimos
afos en plantas superiores, dada su capacidad de biosintetizar numerosos
compuestos, los cuales pueden proporcionar nuevas estructuras moleculares.
(Huerta, 1999)

Diversas investigaciones encaminadas a explorar el efecto biolégico de extractos
de plantas sobre diferentes cepas de micobacterias, han permitido encontrar que,
varias especies vegetales presentan actividad inhibitoria sobre el crecimiento de
Mycobacterium tubercufosis, asi como de otras especies de este mismo género
(McCutcheon et al, 1992 y Fischer ef al, 1998).

Diferentes grupos de investigadores estan enfocados a la bdsqueda de nuevos
compuestos de origen vegetal con actividad antituberculosa, (Tabla 1V), estas
investigaciones, que se encuentran en etapas de estudio preliminares, y permitiran
en un futuro el disefio de nuevas moléculas mas selectivas y especificas capaces
de inihibir el crecimiento de las micobacterias.

Por otro lado, los metabolitos secundarios de las plantas pueden actuar como
agentes inmunomoduladores de la respuesta inmune ante una infeccion por

microorganismos, como se menciond anteriormente (Huerta, 1999).
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Tabia V. Metabolitos secundarios con propiedades antimicobacterianas aislados

de plantas medicinales.

METABOLITO SECUNDARIO

MYCOBACTERIA

REFERENCIA

HO,

Falcarinol
Oplopanax horridus (Araliaceae)

M. tuberculosis (Cepa
Erdman, Coleccion
Mycobacteriana
Trudeau (T.M.C. 107)
CMI 20 pg/disco
M. avium (T.M.C. 724)
CMI 20 pg/disco

Kobaisy et al, 1997

Costunolida ©
Magnolia grandiflora (Magnoliaceae)

M. tuberculosis H37TRv
CMI 32 pg/mL

M. avium ATCC25291
CMI 128 pg/mL

Fischer er al, 1998

Partenolida
Magnolia grandiflora (Magnoliaceae)

M. tuberculosis H37Rv
CMI 16 pg/mL

M. avium ATCC25291
CMI 64 pg/mL

Fischer et af, 1998

Bruceantina
Brucea antidysenterica (Simaroubaceae)

M. tuberculosis H37Rv
9% de inhibicién a
12.5 pg/mL

Rahman et af 1997

-
Lh
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METABOLITO SECUNDARIO

MYCOBACTERIA

REFERENCIA

Shinjulactona-K
Ailanthus altissima (Simaroubaceae)

M. tuberculosis H37Rv
9% de inhibicidn a
12.5 pg/mL

Rahman et al 1997

9,12-Ciclomulin-13-o0l
Azorella madreporica (Apiaceae)

M. tuberculosis H37Rv
ATCC 27294
CMI 16 pg/mL

Wichter, et af, 1998

(E)-Fitol
Leucas volkensii (Lamiaceae )

OH

M. tuberculosis H37Rv
CMI 2 pg/mL

Rajab, ef al, 1998

(7Z)-Fitol
Leucas volkensii (Lamiaceae )

M. tuberculosis H37Rv
CMI 2 pug/ml.

Rajab, et al, 1998
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METABOLITO SECUNDARIO

MYCOBACTERIA

REFERENCIA

)\/\X/\X/\/J\/\
OH

(3R,S,7R,11R)}-Fitanol
Leucas volkensii (Lamiaceae )

M. tuberculosis H37Rv
CMI 2 pg/mL

Rajab et al, 1998

12-dimetilmulticaulina
Salvia muiticaulis (Lamiaceae )

M. tuberculosis H37Rv
CMI 0.46 pg/mL

Ulubelen ez al, 1997

12-metil-5-dehidroacetilhorminona
Salvia multicaulis (Lamiaceae )

M. tuberculosis H37Rv
CMI 0.89 pg/mL

Ulubelen et al, 1997

12-dimetilmultiortoquinona
Salvia multicaulis (Lamiaceae )

M. tuberculosis H37Rv
CMI 1.2 pg/mL

Lilubelen et af, 1997
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METABOLITO SECUNDARIO

MYCOBACTERIA

REFERENCIA

5 a-epoxialantolactona
Montanoa speciosa (Asteraceae)

M. tuberculosis
H37Rv
CMI 8 pg/mL

Cantrell et al, 1999

Encelin
Montanoa speciosa (Asteraceae)

M. tuberculosis
H37Rv

CMI 16 pg/mL

Cantrell ef al, 1999

Alloalantolactona
Rudbeckia subtomentosa (Asteraceae)

M. tuberculosis
H37Rv

CMI 32 pg/mL

Cantrell et al, 1999

Alantolactona
Inula helenium (Asteraceae)

M tuberculosis
H37Rv

CMI 32 pg/mL

Cantrell et al, 1999

0

=
/N

0
Ben[y]isoquinolina-5,10-dione
Mitracarpus scaber (Rutacea)

M. intracellulare
ATTC 23068

CMI 6.25 pg/mL

Okunade et al, 1999
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METABOLITO SECUNDARIO MYCOBACTERIA REFERENCIA

M. ruberculosis H37Rv

CMI 1 pg/mL Cantrell er al, 1999

Ergosterol-5,8-endoperoxido
Ajuga remota (LLamiaceae)

M. tuberculosis H37TRv

CMI | pg/mL Cantrell ef al, 1999

Ergosterol-5,8-endoperdxido acetato
Ajuga remota (Lamiaceae )

M tuberculosis H3TRv

CMI 8 pg/mL Cantrell et al, 1996

(24R)-24,25-Epoxicicloartan-3-ona
Borrichia frutescens (Asteraceae)

M. tubercuiosis H37Rv | Cantrell et af, 1996
CMI 8 pg/mL

H

(3]3,24R)-24,25-Epoxicicloartan-3-ol
Borrichia frutescens (Asteraceae)
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1.6.1. Métodos para la determinacion de la susceptibilidad de diferentes

cepas de Mycobacterium a diversos agentes antimicobacterianos

Existen diferentes técnicas que permiten el estudio de diferentes agentes
antifimicos sobre el género Mycobacterium, de los cuales destacan:

a) Métodos de las proporciones: implica la inoculaciéon de cantidades iguales de
diferentes diluciones de un inéculo estandar de un aislado clinico de
Mycobacterium tuberculosis sobre un medio de agar con o sin farmaco y requiere
de un periodo de incubacion de tres semanas. El crecimiento de la colonia
micobacteriana en la ausencia y presencia de farmacos, es comparado y
expresado en la forma de porcentaje. Si el crecimiento a cierta concentracion
"critica" de un farmaco es >1%, el aislado es considerado "clinicamente
resistente”. El método de las proporciones suministra resultados precisos y
reproducibles para probar la actividad antimicobacteriana de los agentes primarios
(HL R, Z, S y E) y secundarios (ciprofloxacina, ofloxacina, cicloserina,
capreomicina, kanamicina, entre otras) (Inderlied, 1994).

b) Método radiométrico (BACTEC): se utiliza para la deteccién del crecimiento de
micobacterias y utiliza un intermediario metabélico marcado '*C (acido palmitico-1-
“C). El hallazgo de '*CO; libre por encima de la fase liquida del cultivo en un
sistema de camara ibnica automatizada (BACTEC®, Johnson Laboratories,
Towson, MD) indica metabolismo activo y crecimiento de las micobacterias. Por el
contrario, la falta *CO; en un frasco-ampolla de metabolitos marcados con "C y
de micobacterias viables indica la inhibicion del crecimiento por algunos agentes,
como farmacos antimicobacterianos (Konerman ef al, 1988).

¢} Método colorimétrico que utiliza el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difenil bromuro de
tefrazolio (MTT): el MTT es una sal de tetrazolio amarilla que se convierte a
formazan, dando una coloracidon azul por acciéon de las deshidrogenasas de
células vivas. Este ensayo se basa en la cantidad de formazan producido que es
directamente proporcional al numero de células vivas, en este caso, de
micobacterias, y el periodo de incubacion es de 8 dias. Este método ha sido

utilizado en pruebas de susceptibilidad del complejo M. avium y M. tuberculosis



INTRODUCCION

con farmacos como la rifampicina y clofazimina (Gomez-Flores, et al, 1995 y Abate
et al., 1998).

d) Micromeétodo colorimétrico de Alamar azul: En este ensayo se emplea un
colorante que se utiliza comunmente para determinar viabilidad celular, la
resarzurina, la cual funciona como indicador de una reacciéon de oxido reduccion;
donde este colorante en ausencia de metabolismo celular, en este caso
bacteriano; presenta una coloracion azul (oxidado) y en presencia de actividad
metabdlica, especificamente por la actividad enzimatica de deshidrogenasas,
cambia a un color rosa (reducido), este colorante es utilizado para determinar
concentraciones minimas inhibitorias para aislados de 14 dias de M. tuberculosis
en presencia de agentes antimicobacterianos primarios 6 secundarios. Este

método es econdmico, rapido y no utiliza radioactividad (Yakjo et af, 1995).

1.7. Importancia de sustancias inmunomoduladoras de origen vegetal

Los diferentes mecanismos de proteccion bacteriana desarrollados por M.
tuberculosis, provocan que la eliminacion de este patdégeno no sea facil, aunado a
esto, la presencia de enfermedades que afectan el sistema inmunoclégico como
SIDA, alcoholismo, diabetes, etc.,, provoca que la tuberculosis sea una
enfermedad dificil de erradicar. Ante esta situacion es necesaria ia busqueda de
sustancias inmunomoduladoras de origen vegetal, para tratar de mejorar el
sistema inmunolégico ante este tipo de padecimientos.

l.as sustancias inmunomoduladoras son aquellas capaces de provocar un efecto
farmacolégico sobre la respuesta humoral o celular del sistema inmune en los
seres humanos,r estas sustancias se pueden obtener a partir de microorganismos
(Alurkar, 1997; Nachbaur, 1997 y Ounis, 1992), por sintesis quimica (Diasio vy
LoBuglio, 1996), de plantas (Labadie ef al, 1989; Labadie, 1993 y Wagner vy
Proksch, 1995) y de animales (Wagner y Proksch, 19385). El efecto puede ser
especifico 0 no especifico y cada factor, asi como cada sistema funcional

involucrado en la respuesta inmune, puede ser influenciado por varias vias
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(Labadie, 1993), ademas, los inmunomoduladores pueden inducir una respuesta

positiva (estimuladora) o negativa

(supresora).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha descrito las caracteristicas para

las sustancias inmunomoduladoras:

1) Que los compuestos sean quimicamente puros.

2) Que su degradacion bioldgica sea rapida.

e s

Que no tengan toxicidad aguda o crénica.

Que no sean carcinogénicos o cocarcinogeénicos.

Que no presenten efectos farmacologicos adversos.

No deben presentar un efecto extremo como inmunomoduladores.

7) No deben causar efectos en cascada, es decir, sélo deben influenciar una

parte del sistema inmune (Bauer, 1999).

En la respuesta del sistema inmune inespecifico, participan principalmente los

fagocitos (granulocitos, macréfagos y monocitos), diferentes factores tales como el

sistema del complemento y citocinas. Este sistema inespecifico, no posee un

efecto de memoria y esta involucrado en el mecanismo de la primera linea de

defensa que ocurre después de la infeccion. En contraste, el sistema inmune

especifico requiere de varios dias para activarse (Figura 9) (Bauer, 1999).

Invasién del hospedero
por patdégenos

o

Respuesta inflamatoria

/

T

Respuesta inmunitaria
inespecifica.

Respuesta inmunitaria
especifica.

Factores humorales:

-Sistema del complemento —
Células: Interacciones
- Leucocitos _—

Polimorfonucleares
- Monocitos/Macréfagos
- Células asesinas

Factores humorales:
- Anticuerpos
- Interleucinas

Células:
- Linfocitos Ty B

Figura 9. Compaosicion del sistema inmunitario humano (Labadie et a/, 1989)

La
to
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En la actualidad los inmunomoduladores de origen vegetal pueden emplearse de
manera profilactica o terapéutica y pueden ser aplicados a bajas dosis para
obtener el efecto optimo ya que estimulan temporalmente el sistema inmune
deprimido y tienen una influencia primaria sobre los mecanismos de defensa
inespecificos (Wagner y Proksch, 1985).

El criterio de seleccion etnobotanico para la seleccion de especies vegetales,
como candidatos para obtener compuestos con actividad inmunomoduladora, es el
uso de éstas en la medicina tradicional, para el tratamiento de: asma, artritis,
fiebre, bronquitis, enfermedades de tipo viral, helmintiasis, inflamaciones,
erupciones de |a piel y aquellos empleados en procesos infecciosos (Rezaeipoor
ef al, 1999; Benencia et al, 1995; Van der Nat et af, 1987).

Investigaciones preliminares han reportado que diferentes especies han mostrado
una importante actividad inmunomoduladora, entre ellas tenemos a: Melia
azedarach, {Meliacea) (Courréges et al, 1994), Cedrela tubifiora (Meliacea)
(Benencia et al, 1995), Azadirachta indica (Meliacea) (Van der Nat et al, 1987),
Achiflea talagonica (Asteraceae) (Rezaeipoor, 1999), Echinacea purpurea
(Asteraceae) (Wagner y Proksch, 1995), Uimus duidiana (Ulmacea) (Jun et al,
1998) y Uncaria tomentosa (Rubiacea) (Lemaire et al, 1999). Todas ellas influyen
sobre las funciones del sistema inmune como la: fagocitosis, proliferacion de
linfocitos T, liberacion de citocinas (interferones, interleucinas, factor de necrosis
tumoral) y activacién 6 inhibicién del complemento.

Los compuestos obtenidos que se han reportado con actividad inmunomoduladora
se clasifican en dos clases (Wagner y Proksch, 1995); las estructuras de éstos
compuestos se presentan en la figura 10.

1. Compuestos de bajo pesoc molecular, como: alcaloides (isoterpodina);
terpenoides, quinonas (plumbagina), lactonas macrociclicas (briostatinas) vy
compuestos fendlicos (acido cicorico)

2. Compuestos de alto peso molecular: principalmente polisacaridos (pectinas) y

glicoproteinas (lectinas).
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R1 R2
Q
i /\/\/\)L
Brio 1 )K < NN
0 .
o]
. OH PGP N
Brio 2 XS o
0 ]

Brio5

Briostatina
Bugula neritina (Bugulidae)

Figura 10. Compuestos con actividad inmunomoduladora (Wagner y Proksch,
1995).
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0
Me

OH 0]

Plumbagina Isopterpodina
Plumbago ceylanicum Uncaria tomentosa
{Plumbaginaceae) (Rubiaceae)

OH
COOH 0]
HO—C—0O—C—CH=CH OH
HO CH:CH—”—O———CI;—OH
0 COOH
HO
Acido cicorico
Echinacea purpurea

(Asteraceae)

Figura 10. Compuestos con actividad inmunomoduladora (continuacion).
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1.7.1. Métodos de estudio para la busqueda de compuestos

inmunomoduladores

En la literatura cientifica se describen diferentes pruebas para la deteminacion del
potencial inmunomodulador de distintas sustancias de origen vegetal, de las
cuales se mencionan las dos mas comunes:

1) La prueba mas importante entre la variedad de ensayos inmunologicos
disponibles en la actualidad, es aguella que permite la determinacion del estado
funcional y la eficiencia del sistema fagocitico mononuclear (Wagner y Proksch,
1985).

2) En segundo lugar estan las pruebas que miden el efecto de los compuestos
sobre las poblaciones celulares de linfocitos T, de las cuales describimos a-

continuacion:

a. La prueba de aclaramiento de carbon coloidal: en esta técnica se determina la
velocidad con respecto al tiempo de eliminacion de particutas de carbon
administradas intraperitonealmente, en animales experimentales (ratas) a los
cuaies se les habia aplicado previamente algun farmaco. Esto es para
determinar el efecto del farmaco sobre el proceso de fagocitosis de neutrofilos
in vivo. En humanos, se utilizan emulsiones de soya (Lipofundina). Despues de
inyectar al animal el carbén coloidal, se deja transcurrir varios minutos (5, 10,
15, 20, etc.), procediéndose a recolectar muestras de sangre en cada uno de
estos tiempos, y se hacen lecturas de cada una de éstas en el
espectrofotometro a 650 nm. Estas lecturas se comparan con las de otro
animal tratado con farmaco y un animal sin haber tenido ningan tratamiento
(Wagner y Proksch, 1985).

b. Otro modelo es el indice fagocitico: la actividad se determina in vitro, usando
particulas de levadura opsonizadas y una fraccion granulocitica derivada del
suero humano. EI métode de bioluminescencia desarrollado mas

recientemente también usa granulocitos o macréfagos. Esta técnica determina
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las cantidades de O, y H;O; liberados durante la fagocitosis en presencia de
particulas de zymosan (Wagner y Proksch, 1985).

. Inhibicion de la migracién de macréfagos: la cual mide la migracion de los
macrofagos y su inhibicidn en la presencia de un antigeno (por ejemplo,
tuberculina). La inhibicion del factor de la migracion liberado por linfocitos
activados, atrae a los macrofagos y éstos permanecen en los sitios de reaccion
{(Wagner y Proksch, 1985).

. Transformacion de linfocitos T: esta técnica indica el grado de blastogénesis de
linfocitos T después de estar en contacto con el mitogeno. La velocidad de
estimulacion es medida por fa incorporacion de timidina [°H] en los linfocitos T,
utilizando fitohemaglutinina como mitégeno control. Usando anticuerpos
monoclonales e identificando celulas marcadas por fluorescencia, esto hace
posible el monitoreo de subpoblaciones de linfocitos T (subgrupos) [Ly 17, 2°
(células helper) y Ly 17, 2*, 3* (asesinas/células supresoras)]. Solo este tipo de
mediciones permite la prediccibn de si una sustancia muestra
predominantemente una actividad de estimulacién o supresion, y de como la

sustancia puede ser aplicada terapéuticamente (Wagner y Proksch, 1985).
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2. GENERALIDADES DE Achillea millefolium L. (Asteraceae)

Los nombres comunes para A. miflefolium son: milenrama, ciento en rama, mil en
rama plumajillo, plumajo, plumilta, y real de oro; en Chiapas se le nombra como
hecosh o necotes, (Aguilar-Contreras et al, 1998)

La planta pertenece a un conjunto de especies citogenética y quimicamente
polimorficas nativas de Europa, Asia Septentrional y América del Norte (Bisset,
1994).

A. millefolium se distribuye en Baja California, Chiapas, Distrito Federal, Durango,
Estado de México, Hidalgo, Oaxaca, Puebla y Veracruz (Aguilar-Contreras et al,
1998).

En México se usa en el tratamiento del dolor de oido, en el cual se colocan
externamente las hojas alrededor de la oreja (Aguilar-Contreras ef af, 1998), en
padecimientos como la tos, tos con flemas, tosferina, desordenes menstruales y

afecciones gastrointestinales (Aguilar-Contreras et al, 1994).
2.1. Caracteristicas botanicas

A. miflefolium es una planta (Figura 11) perenne con rizomas horizontales, tallo
simple velloso de 30 a 90 cm de alto, hojas alternas, lineares-lanceoladas y
pinnadas; el peciolo tiene una base diatada, los dltimos segmentos son lineares y
generalmente con una punta cerdosa; la cima esta compuesta en su mayor parte
de una corona plana; tiene un conjunto de bracteas de forma ovoide de cerca de 5
mm de alto y radios de 4 a 6, pétalos de color blanco o rosa y bastantes aquenios

(semillas) lineares (Hall, 1907).
2.2. Actividad Biolégica

La revision bibliografica realizada sobre esta especie ha permitido encontrar que la
planta ha sido objeto de diversas investigaciones las cuales se mencionan a

continuacion:
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Actividad repelente contra el mosquito Aedes aegypli L. (Tunon et al, 1994).
Actividad  antibacteriana contra Escherichia coli, Mycobacter phlei,
Staphylococus aureus, Salmonella typhimurium (McCutcheon et al, 1992).
Actividad antitumoral en células de ratén con leucemia P-388 in vivo (Tozyo et
al, 1994)

Actividad antiinflamatoria, reduccion de edema de la oreja derecha de ratéon,

inducido por aceite de croton (Zidorn et al, 1999).

cima plana

Figura 11. Espécimen de Achillea millefolium L.
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2.3. Estudios quimicos

En las partes aéreas de la planta se han detectado diversos compuestos comao: 1)
terpenoides: azuleno, camazuleno; 2) lactonas sesquiterpenicas: achillicina,
achillina, leucodina, matricarina, desacetilmatricarina, austricina, millefina, 3-oxa-
achillicina, achillicina-8ua-acetoxi-artabsina, 8-angeloil egelolide (Kastner ef al,
1994 y Romo de Vivar y Olmos, 1968); 3); sesquiterpenoides: acido achimillico a,
by c (Tozyo et al, 1994) y 4); flavonoides: apigenina, artemetina, casticina, 5-
hidroxi-3,6,7.4"-tetrametoxiflavona, luteoclina, quercetina (Chandler et al, 1982)
(Figura 12).

Azuleno Camazuleno

QAc

Achillicina Achillina

Figura 12. Metabolitos secundarios aislados de Achillea millefolium L.

40



INTRODUCCION

Austricina Leucodina

o

Matricarina Desacetilmatricarina

Acido achimillico A Achillicina-8a-acetoxi-artabsina

Figura 12. Metabolitos secundarios aislados de Achillea millefolium L.

(continuacion).
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Figura 12. Metabolitos secundarios aislados de Achillea millefolium L.

(continuacion).
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3. JUSTIFICACION

Uno de los graves problemas de salud en el mundo es el resurgimiento de la
tuberculosis, que junto con el aumento de cepas farmaco-resistentes de
Mycobacterium tuberculosis y la poca eficiencia de los agentes antifimicos, hace
de esta enfermedad un problema grave de la salud. Por otro lado, las plantas
medicinales constituyen una fuente inagotable de metabolitos secundarios que
pueden proveer de nuevas estructuras, las cuales pueden constituir nuevos
agentes terapéuticos utiles en el tratamiento de esta enfermedad, asi como de
sustancias inmunomoduladoras que modifiquen la respuesta inmune ante los
procesos patogénicos durante la activacion de la infeccidon provocada por M.

tuberculosis.
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4. OBJETIVO

Realizar la investigacion quimica de tipo biodirigido, de las partes aéreas de

Achillea millefolium con la finalidad de explorar su potencialidad como agente

antimicobacteriano e inmunoestimulante.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Con la finalidad de cumplir con el objetivo principal se propusieron los siguientes

objetivos especificos:

1. Revisar la informacion etnobotanica, quimica y farmacoldgica de A. millefolium.

. Colectar, identificar y realizar el tratamiento preliminar para la preparacién de

los extractos de A. mitlefolium.

3. Realizar |la extraccion acuosa, metandlica y hexanica de A. milfefolium.

. Determinar la actividad antimicobacteriana de los extractos obtenidos en el
inciso anterior.

Evaluar la actividad inmunomoduladora de los extractos: hexanico, metandlico
y acuoso.

Realizar el fraccionamiento quimico biodirigido del extracto mas activoo.

7. Evaluar la actividad antimicobacteriana de las fracciones primarias.

. Aislamiento de los compuestos presentes en las fracciones activas por
métodos cromatograficos (cromotografia en capa fina).
. Caracterizar los compuestos mediante el empleo de métodos espectroscopicos

y espectrometricos.

10. Evaluacion de la actividad inmunomoduladoera de los compuestos puros.
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5.1. HIPOTESIS

Si la especie medicinal Achillea millefolium L., de la familia Asteraceae, sintetiza
metabolitos secundarios, que de acuerdo a lo reportado para esta familia, se han
identificado diversos compuestos como lactonas, triterpenos y flavonoles, los
cuales tienen diferentes actividades biologicas, entonces el fraccionamiento
quimico de tipo biodirigido, de las partes aereas de A. millefolium, permitira el
aislamiento y la caracterizacidn estructural de los compuestos responsables de la

actividad antimicobacteriana e inmunomoduladora de esta especie de planta.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Seleccion de la especie botanica

El criterio etnobotanico, constituy6 el punto de partida para la eleccién de la planta
Achillea millefolium, tomando como base el uso que tiene la planta en la medicina
tradicional para el tratamiento de enfermedades como: tos bronquitis, tuberculosis
y diversos procesos infecciosos.

Esta informacion se obtuvo del anatisis de 2 colecciones, la de Aguilar et al, 1994

y la de Argueta et al, 1994.

6.2. Colecta del material vegetal

Las partes aereas de la planta fresca se adquirieron en el mercado de Sonora en
México, D. F. en el mes de julio de 1998; posteriormente la planta fue clasificada
por personal experto del Herbario del IMSS, y se realizé un ejemplar de herbario,

que fue depositado en dicho herbario con la clave 13044.

6.3. Preparacion de los extractos

Una vez colectado el material vegetal, se realizaron los procedimientos
preliminares para su extraccion:

La limpieza de la planta consistié en la eliminacién de hojas secas, malezas,
animales y basura que traia ésta al momento de la adquisicién, realizado lo
anterior, se extendid la planta a la sombra para que se fuera deshidratando
lentamente a temperatura ambiente durante 15 dias; al finalizar esto, se procedio

a la molienda de la planta, utilizando para esto un molino de mano.
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Los extractos se prepararon con el material vegetal limpio, seco y molido, por via
maceracion con hexano (Sigma) (3 veces, ¢/u con 600 ml), metanol (Sigma) (3
veces, c/u con 600 m), y por proceso de digestion, se preparo el acuoso (250 ml
agua). Para los extractos hexanico y metandlico se utilizaron 250 g de material
vegetal y para la preparacion del extracto acuoso se emplearon 100 g de material
seco. Los extractos (hexanico, metandlico y acuoso) fueron filtrados y evaporados
a sequedad mediante el empleo de un rotavapor (BUCHI RE 111 Y R-114),
proceso que permitidé obtener los extractos organicos y acuoso concentrados libres

de disolvente o agua (Figura 13).

MATERIAL
SECO Y MOLIDO {250 g)
Maceracion Maceracion Digestion
60°C
HEXANO METANOL AGUA
I L ]
Filtracion Filtracién Filtracion
i ' 1
Material EXTRACTO Material
vegetal | | EXTRACTO METANOLICO ExTRACTO 1 vegetal
agotado HEXANICO agotado
Material ACUOSO
vegetal
agotado

— EVALUACION BIOLOGICA —
Antimicobacteriana

fnmunoestimulante

Figura 13. Obtencion de extractos.
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Del extracto hexanico se obtuvieron 29.9 g, que presentan un rendimiento del
11.96%, formandose al mismo tiempo, un precipitado (308.8 mg) con un
rendimiento del 0.123%. En e! caso del extracto metandlico se obtuvieron 99.8 g y
un rendimtento del 39.9%, y para el caso del extracto acuoso se obtuvieron 13.22
g con un rendimiento del 13.22%.

Una vez obtenido los extractos, éstos se sometieron a evaluacion biologica.

6.4. Determinacion de la actividad antimicobacteriana

El colorante Alamar azul (resarzurina), con propiedades de oxido-reducciéon es un
indicador general de crecimiento celular y/o viabilidad; el color azul de la
resarzurina, indica estado oxidado y no fluorece, pero se convierte a color rosa
(resorufina) y fluorece, cuando se reduce, indicando asi la presencia de
metabolismo (deshidrogenasas) (Collins ef al, 1997). El crecimiento bacteriano
puede, por lo tanto, ser medido con un fluorémetro, espectrofotdmetro o
determinado visualmente por el cambio de color (Collins et al, 1997).

El Alamar azul ha sido usado para cuantificar la proliferacion de linfocitos, también
ha sido utilizado para deteccidén de cepas resistentes de Staphylococcus aureus a
meticilina; resistencia de Enterococii a vancomicina y susceptibilidad de diferentes
hongos a anfotericina B, fluconazol, flucitosina e itraconazol (Collins et al, 1997).
Por otra parte, el micrométodo colorimétrico de Alamar azul permite determinar la
susceptibilidad o resistencia de diferentes cepas de Mycobacterium a los agentes
antimicobacterianos (Franzblau et a/, 1998; Collins ef al, 1997; Tiballi et af, 1995;
Yajko et al, 1995).

Este procedimiento tiene actualmente gran difusion debido a que es rapido,
reproducible, de bajo costo y adecuado para su utilizacidn en el rastreo de la
actividad anti-micobacteriana de agentes antifimicos (Franzblau ef af, 1998; Collins
el al, 1997; Tiballi et af, 1995; Yajko et al, 1895).

Para la realizacion del ensayo se utilizaron cepas de referencia de M. tuberculosis

(H37Rv) y M.avium. Los microorganismos de prueba se hicieron crecer durante
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siete dias en el medio de cultivo Middiebrook 7H9 enriquecido con OADC {acido
oleico, albumina, dextrosa y catalasa) (Difco, Ditroit. Mich), durante siete dias a
37°C. Los extractos vegetales, fracciones y/o compuestos fueron solubilizados en
DMSO0 (Sigma) y en microtubos estériles de 1 mL se prepararon las diluciones de
ilas muestras a evaluar a las concentraciones deseadas (200, 100, 50 ug/mL). El
ensayo biologico se realizé en una microplaca de 96 pozos (Evergreen 333-8000-
01F) y en cada uno de los pozos se colocaron 100 pul de medio, 100 uL de
suspension bacteriana que contenia 6X10° unidades formadoras de colonias
(UFC), la cual se ajusta comparandc su turbidez con la del tubo no. 1 de
McFarland, utilizando un nefelémetro (General Diagnostics, Morris Plains, NJ), y
20ulL del tratamiento, excepto los pozos de la periferia, a los cuales se les adiciono
100 pL de agua destilada estéril con la finalidad de mantener la humedad en la
placa durante el proceso de incubacion. En este ensayo se incluyeron los
siguientes controles: un control con disolvente (m), uno sin muestra problema (b),
y un tercero con el antbidtico (rifampicina o etambutol) (d) (Figura 14).
Posteriormente las placas fueron incubadas a 37° C. Después de cinco dias de
incubacion al control se le adicionaron 20 uL de tween-80 (Sigma) y 20 pL de
alamar azul (Accumed International, Westlake, Ohio) y se incubo por 24 hrs mas.
Si el crecimiento y metabolismo de la bacteria es optimo, ¢l color del alamar azul
vira al color rosa en este control. Al observarse este cambio de coloracion, se
procede a la adicién de 20 ulL de alamar azul y 20 uL de tween-80 al resto de los
pozos de la placa, incluyendo el resto de los controles y se reincuba a 37°C
durante 24 hrs mas. En forma similar, se prepararon las muestras para la
evaluacion con la otra especie de micobacteria. Después de transcurrido el tiempo
de incubacion (7 dias), se observd el cambio de coloracion tanto en -el control
como en las muestras problema. El control positivo empleado en este caso fue
rifampicina (Sigma) a 0.1 pg/mL las pruebas se realizaron por triplicado y bajo

estrictas condiciones de esterilidad.
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o E, E, E, E, C C, E, E, E;, E, 0 |
4—— Cepal ——m» 4+——— Cepa2 —»
0 O O O O OO0 O O O O O o
% O O O O O00,0,0 OO O O
M O O O O 00,0, 0 O O O O
200 O O O O 0 0,0,b,0 O O O O
5% O O OO0 00,0,0 OO 0O O
1 O O O O O 0,0, 0 O O O O
200 O O O O0O0O0,0,0 OO OO
0. O O O O O O O O O 9 O 9]

E4, E2, Esy E4 = extractos: 50, 100 y 200 pug/mL
C, = controles de cepa 1

C; = controles de cepa 2

m = control con disolvente

b = sin muestra problema

d = con el antibiético (rifampicina o etambutol)

0= con agua para mantener la hUmedad

Figura 14. Esquema de la microplaca utilizada en el ensayo de la determinacion

de la actividad antimicobacteriana.
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6.5. Evaluacion de la actividad inmunomoduladora

6.5.1. Aislamiento de neutrofilos

Para realizar este ensayo biolagico se utilizd sangre de individuos clinicamente
sanos. Como primer paso, se tomd 1 mL de una solucion que contenia Dextran
{peso molecular de 65 500, Sigma) al 6% con 10 mg de EDTA (Merck) y se
adiciond a 4 ml de sangre total venosa. Esta mezcla se dejé incubar por una hora
a 37°C, transcurrido este tiempo se procedio a separar cuidadosamente con un
pipeta Pasteur el plasma rico en polimorfonucleares (PMNs) -neutrofilos-. Se
colocaron cuidadosamente 1.5 ml de este plasma por las paredes de un tubo que
contenia 1 mL de Lymphoprep (Ficoll hypaque, densidad: 1.077 + 0.001 g/mL;
Nycomed pharma AS, Oslo, Norway) y se centrifugd a 1500 rp.m. en una
centrifuga clinica durante 30 minutos a temperatura ambiente. Este proceso
permitic la separacién de los linfocitos (sobrenadante) y PMNs (boton) por
gradiente de densidad (Benencia ef al, 1994, 1995; Courréges et al, 1994).
Posteriormente se elimind el sobrenadante con ayuda de una pipeta Pasteur y el
botdn restante se resuspendié en 500 pl de medio RPML 1640 1X (L-glutamina y
NaHCOj3) (In Vitro, S. A.). Esta mezcla se coloco en un tubo eppendorf (Axygen, T-
200-Y) de 1.5 ml y se centrifugd a 12000 g (centrifuga Beckman, Avanti J-251) por
un minuto, transcurrido el tiempo se elimind el sobrenadante y se resuspendio
nuevamente el boton, este proceso se repitié dos veces mas con la finalidad de
eliminar los residuos del Ficoll. Una vez aisiados los neutrdfilos se resuspendieron
en el volumen necesario de medio RPML, con la finalidad de tener una
concentracion final de 5 x 10° células, las cuales se contaron utilizando una
camara de Neubauer y al mismo tiempo se evalué la viabilidad de fos PMNs
empleando el colorante azul de Trypano al 0.4% (Sigma, USA); este colorante nos
permite diferenciar las células vivas (en color naranja) de las células muertas (de
color azul). Una vez aislados los neutréfilos se procedié a determinar la capacidad

fagocitica de estas células en presencia de levaduras opsonizadas y con los
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tratamientos, en este caso extractos, fracciones y/o compuestos puros (Benencia
ef al, 1994, 1995; Courréges et al, 1994)

6.5.2. Opsonizacion de levaduras

Para este procedimiento se preparé una suspensidon de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (adquirida en un centro comercial), la cual se preparo
tomando 100 mg de levadura y adicionandoles 5 mL de solucion salina fisioldgica
(SSI); se tomaron 200 ul de esta mezcla, que contenian aproximadamente
10X10° levaduras, y se les agregaron 800 ul de suero fresco obtenido de sujetos
clinicamente sanos, y se incubaron durante 30 minutos a 37°C; transcurrido el
tiempo de incubacion se centrifugd a 2500 r.p.m. en una centrifuga clinica, por un
minuto, y se procedié a retirar el sobrenadante; el botén restante se resuspendid
con 200 uL de medio RPML (Benencia ef al, 1994).

6.5.3. Preparacion de tratamientos a evaluar

Las muestras problema (extractos, fracciones y/o compuestos puros) se
disolvieron en medio RPML. Las concentraciones evaluadas fueron de 0.025,
0.05, 0.5, 5.0y 10.0 mg/mL.

6.5.4. Determinacion de la actividad fagocitica

Se tomaron aproximadamente 1000 neutréfilos suspendidos en 50 ul de medio
RPML, a los cuales se les adicionaron 10 ul de una suspension de levaduras
opsonizadas y 10 ulL de los tratamientos (extractos, fracciones y/o compuestos

puros). Para este ensayo biologico se empled ciclosporina 2.5 mg/mL, (Sandoz.
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Switzerland) como control positivo. La mezcla de neutrofilos, levaduras
opsonizadas y tratamiento se incub6 durante 2 hr a 37° C. En este tipo de ensayo
biolégico es importante tomar en cuenta el tiempo de vida media de los PMNs, el
cual es de 8 hrs; después del proceso de incubacion se procedié a verificar la
viabilidad celular y se realizé un frotis de cada una de las muestras, las cuales se
tifieron con colorante de Wright (Erlic).

Se empied un microscopio para contar 200 neutrdfilos y el nimero de levaduras
que habian sido fagocitadas por cada uno de ellos. En cada caso se obtuvo el
promedio de levaduras fagocitadas por 800 PMNs, por cada tratamiento, esto se
tomo como indice fagocitico. Se determiné el indice fagocitico del control y se
comparé con el de los tratamientos. Cabe aclarar que este ensayo se realizé con

cuatro repeticiones por tratamiento.

6.6. Fraccionamiento quimico del extracto hexanico

Una vez realizada la evaluacion bioldgica de los extractos hexanico, metandlico y
acuoso (ver inciso 6.4. y 6.5.), se procedid a realizar el fraccionamiento quimico
del extracto que mostrd mayor actividad biologica siguiendo los esquemas
convencionales descritos en la literatura (Figura 15) (Hamburger y Hostettmann,
1991).

En primer término, se realizd el fraccionamiento del extracto hexanico (2.5 g)
utilizando cromatografia en columna abierta, empleando como soporte 113 g de
gel de silice (Silica gel 60 de malla 70-230,Merck) y como sistemas de elucion,
una mezcla de disolventes con diferente polaridad (Hexano, Hex:CHCI;,
CHCI;:MeOH y Metanol). Se colectaron 113 fracciones de 125 ml cada una, las
cuales fueron reunidas segun el perfil cromatografico que mostraron al realizarles
cromatografia en capa fina (Merck, DC-Fertigplatten Kaieselgel 60 F254), usando
diferentes agentes cromogénicos: sulfato cérico amoniacal en acido H2504 al 10%
y mezcla de vainillina etandlica al 1% en H,SOg/etandlico al 5% (Wagner et al,

1984). De este proceso se generaron un total de 10 grupos de fracciones
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primarias (A-J), las cuales fueron sometidas a la evaluacién biologica. En la Tabla

V se resume el proceso de fraccionamiento.

EXTRACTO
{(hexanico, metanolico 0 acuoso)

PRUEBA BIOLOGICA

Actividad inmunomoduladora

Actividad antimicobacteriana

Extracto Activo

Fraccionamiento
Cromatografia en columna

Fracciones primarias

Evaluacién biologica
Actividad antimicobacteriana

[

I

l

Fracciones biolégicamente
ACTIVAS

Fracciones Biologicamente
INACTIVAS

Aislamiento de los Compuestos Activos

I
[ |

Caracterizacién de los
compuestos activos

Evaluacion biolégica de los
compuestos puros
Aclividad antimicobacleriana
Actividad inmunomoduladora

Figura 15. Fraccionamiento quimico biodirigido de los extractos activos de A.

millefolium
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Tabla V. Fraccionamiento, por cromatografia en columna, del extracte hexanico de

las partes aéreas de Achillea millefolium L.

. Fracciones
Eluyente Proporcion (%) | Fracciones ] Clave
reunidas
1-6 A
Hexano 100 140
7-46 B
Hex-CHClI, 90:10 41-54 47-54 C
55-61 D
Hex-CHCI; 80:20 55-83
62-69 E
Hex-CHCl; 70:30 84-91 70-85 F
CHCl3-Hex 70:30 92-100 86-102 G
CHCI; 100 101-110 103-109 H
110-111 I
CHCI3-MeOH 30-70 111-113
112-113 J

6.6.1. Aislamiento de los compuestos fJ-amirina y B-sitosterol

La fraccion primaria D (450 mg), obtenida con una mezcla de eluyente Hex:CHCI,
(80:20) presentd una consistencia cerosa, la cromatografia en capa fina con un
sistema de elucion Hex AcOEt (90:10), reveld la presencia de dos compuestos
mayoritarios. Mediante sucesivas cromatografias preparativas y cromatografias en
capa fina con sistema de elucion Hex:AcOEt (90:10), se aislaron los compuestos
con clave Dy y Da.

Utilizando cromatografia comparativa con muestras conocidas de p-amirina y §3-
sitosterol se determiné que el compuesto D; correspondid a la p-amirina, y el
compuesto D se identifico como p-sitosterol,

De la fraccién E de la columna original se cristalizd de manera espontanea un
sélido blanco, el cual al ser comparado con una muestra original de p-sitosterol

(SIGMA) en cromatografia en capa fina, mostré ser el mismo compuesto.
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6.6.2. Aislamiento y caracterizacion de leucodina, matricarina y

desacetilmatricarina

En las fracciones primarias activas F, G y H, eluidas con mezcla de Hex:CHCI;
(70:30, 30:70) y cloroformo (100%), se detectaron por cromatografia en capa fina,
tres compuestos mayoritarios en diferentes concentraciones, empleando como
agente cromogeénico vainillina etandlica al 1% en mezcia de H,SO4/etanol al 5%.
Para la separacion de estos compuestos, se procedid a la realizacidn de
cromatografias preparativas utilizando como sistema de elucion Hex:AcOEt
(60:40), este proceso permitio el aislamiento de tres lactonas sesquiterpénicas, las
cuales fueron caracterizadas, empleando métodos espectroscopios vy
espectrometricos, como. leucodina, matricarina y desacetilmatricarina, los tres

compuestos se aislaron en forma de cristales blancos.

6.7. Fraccionamiento quimico del extracto metanolico.

Basandose en los resultados de la evaluacién biologica (inmunomoduladora) de
los extractos, el segundo mas activo, fue el extracto metanélico. Este se fraccioné
via cromatografia abierta, utilizando 10 g de este extracto y como soporte 100 g de
gel de silice y los siguientes sistemas de elucion: Hexano, Hex;CH,Cl;, CH,Cl;,
CH2Cl2:MeOH y metanol. Se colectaron un total de 57 fracciones de 250 m! cada
una y se analizaron por cromatografia en capa fina, uniéndose aquellas que
presentaron homogeneidad cromatografica. Este proceso geners un total de seis
grupos de fracciones primarias (I - VI) las cuales fueron evaluadas biolégicamente.
En la fraccion 1l y Il se encontro presente la f-amirina y el f3-sitosterol, en Ia
fraccion IV estaban presentes las tres lactonas previamente aisladas del extracto
hexanico y en las fraccion V se encontraban presentes 3 compuestos, dos de los
cuales correspondian a flavonoles y el otro se identificé como B-glucositosterol; en

la fraccion VI se detecté la presencia de B-glucositosterol, arabinosa y sacarosa.
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Estos ultimos compuestos fueron detectados en cromatografia de capa fina €

identificados por comparacién con muestras de referencia de éstas (Sigma).

Tabla VI. Fraccionamiento via cromatografia en columna del extracto metanolico

de las partes aéreas de Achillea millefolium L.

] Fracciones
Eluyente Proporcién (%) | Fracciones Clave
reunidas
Hexano 100 1-12 1-12 |
13 Il
Hex-CH,Cl, 50:50 13-29
14-19 1]
CHaCl; 100 30-41 24-40 v
CH,Cl,-MeOH 50:50 42-55 41-46 V
Metanol 100 56-57 47-57 VI

6.7.1. Aislamiento de 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona y 5-hidroxi-3,6,7,3',4'-

pentametoxiflavona

La fraccion V, presentd de forma caracteristica tres compuestos mayoritarios, dos
de los cuales fueron identificados como flavonoles, utilizando el agente
" cromogénico H,SO, al 10%, por lo que el aislamiento empleado fue de
cromatografias preparativas y con el sistema de elucion de Hex:AcOEt (55:45).
Este proceso permitid el aislamiento de: 7-metoxi-3,54'-trihidroxiflavona y 5-
hidroxi-3,6,7,3',4'-pentametoxiflavona y otros compuestos que fueron identificados
como p-glucositosterol, fp-D-glucositosterol, arabinosa y sacarosa, por

cromatografia comparativa con una muestra original (Sigma) de cada compuesto.
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7. RESULTADOS

7.1. Seleccion de la especie vegetal

Este proceso se realizd con base en el analisis de la informacion etnobotanica
descrita en dos colecciones, una perteneciente al herbaric del IMSS (Aguilar-
Contreras et al, 1994) y otra del Atlas de Plantas de la Medicina Tradicional de
México (Argueta et af, 1994).

Los criterios etnomédicos que se tomaron en consideracion para la seleccion de la
especie vegetal, fueron términos descritos por los informantes tales como:
tuberculosis, tosferina, tos convulsiva, tos con sangre, tos con hemorragia nasal,
flemas, calentura, inflamacion de la garganta y pecho, dolor de espalda y dolor de

pulmén.

Asimismo, se realizé la revision bibliografica de la especie seleccionada (Achillea
millefolium), encontrandose que la especie medicinal ha sido objeto de diversas
investigaciones quimicas (Kastner et al, 1994; Tozyo ef al, 1994 y Chandler et a/,
1982), y biologicas (Tunon et al, 1994; McCutcheon et al, 1992); sin embargo, a la
fecha no habia sido explorada su actividad antimicobacteriana (M. fuberculosis y

M. avium), ni su actividad inmunomoduladora.

Con base en los datos descritos en la literatura, se decidié anexar otro criterio de
seleccion, el quimiotaxondmico, considerando que en la literatura se han descrito
algunas especies de la familia Asteraceae como: Montanoa speciosa, Inula
helenium y Rudbeckia subtomentosa, entre otras, las cuales han mostrado una
fuerte actividad contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv y M. avium ver Tabla
V.
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7.2. Determinacion de la actividad antimicobacteriana de los extractos

hexanico, metandlico y acuoso

El criterio para determinar la actividad bioldgica inhibitoria de los extractos y
fracciones, se determiné de manera cualitativa, observando unicamente el cambio
de coloracién que presentd el Alamar azul, el cual es un indicador de viabilidad
celular, éxido-reductor. En ausencia de metabolismo bacteriano, el Alamar azu!,
permanece oxidado y presenta una coloracion azul (oxidado) y en presencia de
actividad metabdlica, especificamente de deshidrogenasas bacterianas, el Alamar

azul se reduce tomando una coloracion rosa.

Los extractos que se consideraron activos contra Mycobacterium tuberculosis
fueron aquellos que en presencia del microorganismo de prueba no indujeron
cambio en la coloracién del alamar azul oxidado, indicando asi ausencia de
crecimiento bacteriano. Los extractos que no fueron activos son los que
permitieron el crecimiento bacteriano, indicado por el cambio de coloraciéon que

presentd el Alamar azul al reducirse (rosa).

Cabe senalar que este trabajo constituye uno de los primeros que utiliza el método
colorimetrico de alamar azul como ensayo biolégico para la evaluacion de
extractos de plantas, sin embargo éste método es empleado para determinar la

actividad antimicobacteriana de sustancias de origen sintético (Collins et af, 1997).

La evaluacion biolégica de los extractos hexanico, metandlico y acuoso se realizd
a tres diferentes concentraciones (200, 100 y 50 pg/mL). Los resultados obtenidos
se muestran en |a Tabla VIi. El extracto hexanico inhibid el crecimiento de M.
tuberculosis H37Rv a la concentracion de 50 pg/mL y el extracto metandlico
inhibio el crecimiento de esta micobacteria a 100 pg/mL, mientras que el extracto
acuoso no presentd actividad sobre el microorganismo de prueba a la mayor
concentracion evaluada. Con respecto a la evaluacién de los extractos contra M.

avium, los resultados indican que el extracto hexanico presento actividad, debido a
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que inhibe el crecimiento de M. avium a la concentracién de 100 ug/mL; por otra
parte, los extractos metandlico y acuoso de A. millefolium no inhibieron el

crecimiento de M. avium a la maxima concentracion evaluada (Tabla VII).

Tabla VII. Evaluacion antimicobacteriana de los extractos de Achillea millefolium.

Mycobacterium Mycobacterium
Extracto tuberculosis avium
(ng/mL) {(ng/mL)
Hexanico
<50 100
Metanolico
100 200
Acuoso
>200 >200

* Rifampicina control positivo 1ug/mL
Los resultados indicaron que el extracto hexanico y metanolico inhiben el
crecimiento de M. tuberculosis, dado estos resultados se decidio realizar el

fraccionamiento quimico de tipo biodirigido de estos extractos.

7.3. Fraccionamiento quimico del extracto hexanico
El fraccionamiento via cromatografia en columna permitié obtener 10 grupos de
fracciones [A-J], cada fraccion se evalud biolégicamente obteniéndose diferentes

valores de inhibicién contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv y Mycobacterium

avium (Tabla VIil).
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Tabla VII. Resultado de la actividad antimicobacteriana de las fracciones

primarias del extracto hexanico de Achillea millefolium.

Mycobacterium Mycobacterium
Muestra tuberculosis avium
(ng/mt) (ug/mL)
Fraccion A =200 >200
Fraccion B >200 >200
Fraccion C >200 5200
Fraccion D <200 >200
Fraccion E <200 >200
Fraccion F <50 100
Fraccion G 100 100
Fraccion H 100 200
Fraccion | >200 >200
Fraccion J >200 200

Los resultados obtenidos permitieron detectar que la actividad bioldgica del
extracto hexanico se concentraba en las fracciones de mediana polaridad D, £, F,
G y H. A estas fracciones se les realizd una cromatografia preparativa con la

finalidad de aislar los compuestos presentes en estas fracciones.

7.4. Caracterizacién de los constituyentes presentes en el extracto hexanico

de A. millefolium

El estudio biordirigido del extracto hexanico de Achillea millefolium condujo al
aislamiento y caracterizacion de p-amirina, pB-sitosterol y tres lactonas
sesquiterpénicas. El rendimiento de los compuestos aislados del extracto hexanico

se muestran en la Tabla IX.

6l



RESULTADOS

Tabla IX. Rendimiento de los compuestos aislados del extracto hexanico de

Achillea millefolium.

Cantidad obtenida por| % en relaciona 250g

Compuesto 2.5 g de extracto de peso seco de la
héxanico. planta
-amirina 83.1 mg 0.390

p-sitosterol 878 mg 42

Leucodina 44.6 mg 0.213
Matricarina 73.7 mg 0.352
Desacetilmatricarina 97.3 mg 0.465
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7.5. Identificacion de los compuestos aislados

7.5.1. ldentificacion de B-sitosterol y 3-amirina

Estos dos compuestos fueron aislados de la fraccion primaria D y E (Tabla VIII)
obtenidas del extracto hexanico.

El B-sitosterol (Figura 16) precipito en forma de cristales de las fracciones antes
mencionadas, este compuesto es soluble en cloroformo; al realizar cromatografia
en capa fina con una referencia de p-sitosterol comercial, presenté un Rf idéntico.
La B-amirina (Figura 16) fue purificada tras sucesivas cromatografias preparativas
de la fraccion primaria D empleando como sistema de elucion Hex:AcOet (80:20).
Este compuesto se aisld como un polvo blanco con un punto de fusion de 187-
186°C, su peso molecular en el espectro de masa fue de 426 (Espectro 1). El
espectro de RMN-'H del compuesto presentd un perfil tipico para triterpenos con
nticleo oleanano (Das y Mahato, 1983), el cual presenta sefales para ocho grupos
metilo y para una doble ligadura entre los carbonos 12 y 13 lo cual corresponde a

lo reportado para la j3-amirina (Espectro 2).

Figura 16. Estructura del B-sitosterol (3) y la 3-amirina (4).
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7.5.2. ldentificacion de la leucodina

El compuesto se obtuvo de las fracciones F G y H; para su separacion se utilizd
cromatografia preparativa y el sistema de elucion Hex:AcOEt (60:40); el
compuesto precipitd en forma de cristales blancos los cuales se caracterizaron
mediante el analisis de los datos de los espectros de masas (Espectro 3) y RMN-
'H (Espectro 4), que indicaron que el compuesto correspondia a una lactona
sesquiterpenica, ya que presentaba las mismas sefales caracteristicas de la
leucodina (Tabla X). Este metabolito previamente fue aislado en diferentes
especies, como Achillea millefolium, Achillea eriophora, Artemisia leukodes,
Artemisia tridentata, Artemisa tridentata var fridentata, Artemisia austriaca, Stevia
pilosa (Martinez y Mufioz-Zamora, 1988) y Taraxacum platycarpum (Ho et al,

1998). La estructura de este compuesto se determiné por rayos x (Figura 17 y 18).

Figura 17. Estructura de la leucodina.

Tabla X. Constantes espectroscopicas y espectrometricas de la leucodina.

Masas C15H1303, PM 246 [M+—1 5]
(Espectro 3)
RMN-'H 6.19 (d,J5.15=2.0 Hz, H-3); 3.43 (d, J55=10.1 Hz, H-5); 3.64 (t, Js.

| (Espectro 4). |;29.7 Hz, H-6); 1.96 (M, J7.83=11.9 Hz, H-7); 1.38 (M, Jga.6p=13.2
Hz, H-8pB); 2.04 (M, Jaa-sa=1.3 Hz, H-8a); 2.37 (d, Jgp.e.= 12.9 Hz,
H-9pB); 2.44 (ddd, Jgpep=13 Hz, H-9a); 2.27 (d, J11.15=6.8 Hz, H-
11); 1.29 (d, J11.13=6.8 Hz, H-13); 2.45 (s, H-14); 2.31 (d, H-15);
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7.5.3. Identificacion de la matricarina

Este compuesto se purificé como un polvo blanco con un punto de fusién de 274-
277°C, mediante sucesivas cromatografias en placa preparativa de las fracciones
F, Gy H, empleando como sistema de elucion Hex:AcOEt (60:40), los compuestos
presentes en las fracciones, dieron positivo para la presencia de lactonas al
revelar la placa con vainillina y H.S0O, disueltos en etano! (Wagner et al, 1984).
Este compuesto presenta un peso molecular en el espectro de masas, de 304
(Espectro 5); se identific como matricarina (Tabla Xl y Figura 19). Al analizar el
espectro de RMN-'H (Espectro 6) y al comparar el espectro de RMN-'H de la
leucodina, se observé que la matricarina presentd una sefial en § 2.44 tipica para
un grupo acetilo y la de un triplete en 4.83, sefales que no estuvieron presentes
en el espectro de la leucodina, 1o que indicaba que el compuesto esta sustituido en
el carbono 8; los datos de este compuesto se corroboraron con los datos descritos

en la literatura (Martinez y Mufioz-Zamora, 1988).

Figura 19. Estructura de la matricarina.

Tabla XI. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la matricarina.
Masas C12H2005, PM 304

(Espectro 5)
RMN-'H 6.18 (d,J3.45=2.5 Hz, H-3); 3.72 (d, J5=10.2 Hz, H-6); 3.42 (d, Js.
(Espectro 6) |4=10.2 Hz, H-5); 2.36 (d, Js7=10.5 Hz, H-7); 4.83 (t, J7.53=10.3
Hz, H-8pB); 2.71 (Jgu-0p=14.1 Hz, H-9a); 2.50 (d, J7.4:=11.6 Hz, H-
11); 1.34 (d, J11.13=6.8 Hz, H-13); 2.44 (s, H-14); 2.30 (d, H-15);
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7.5.4. Identificacion de la desacetilmatricarina

Este compuesto se aislo en forma de cristales como agujas blancas translicidas y
presentd un punto de fusion de 108-110°C; es soluble en cloroformo, acetato de
etilo y acetona. El compuesto se detecté en las fracciones F, G y H y se aislo
empleando cromatografia de capa fina en sisternas de elucion Hex:AcOet (60:40)
y usando como agente cromogénico vainillina/acido sulfarico disueltos en etanol
(Wagner et af, 1984).

En el espectro de masas se observé un ion molecular de 262 que corresponde a la
formula molecular de CisH1g04, (Espectro 7).El analisis global de los datos
obtenidos del espectro de Infrarrojo (Espectro 8), RMN-'H (Espectro 9), RMN-'3C
(Espectro 10} y los datos del espectro de masas (Tabla Xll) indicaban claramente
que el compuesto correspondia a una lactona sesquiterpénica con nucleo
guaianolido; y comparandolo con los datos reportados en la literatura {(Martinez y
Mufoz-Zamora, 1988), este compuesto se pudo identificar como la
desacetilmatricarina (Figura 20), compuesto que ha sido aislado previamente de

Taraxacum platycarpum (Ho et al, 1998).

Figura 20. Estructura de la desacetilmatricarina.

Tabla Xll. Constantes espectroscopicas y espectroméricas de la
desacetilmatricarina.

Masas PM 262 [M], 246 [M*-16], 231 [M*-16-15]

(Espectro 7)
IR vmax (KBr) cm™' 2941, 1432, 986 (C-H); 1681, 1636, 1615 (C=C); 1776
(Espectro 8) (C=0); 1179, 1238, 1200, 1150, 1116, 1034 (C-0).
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RMN-"H
(Espectro 9)

6.16 (d,J3.15=2.5 Hz, H-3); 3.38 (d, J5.6=10.2 Hz, H-5); 3.61
(t, Js6=10.2 Hz, H-6); 2.13 (d, Js.7=10.5 Hz, H-7); 3.80 (t,
J785=10.3 Hz, H-88); 2.37 (d, Jgp-e.=11Hz, H-9B); 2.80 (d,
Jsp-op= 2 ¥ Jawop=14.1 Hz, H-9at); 2.60(d. J7.51=11.6 Hz, H-
11); 1.54(d, J11.13=6.8 Hz, H-13); 2.42(s, H-14); 2.34(d, H-
15);

RMN-"C
(Espectro 10)

195.92(C-2), 177.53(C-12), 169.92(C-4), 152.09(C-10),
135.55(C-3), 131.88 (C-1), 84.21(C-6), 56.38(C-8),
52.56(C-7), 51.96(C-5), 41.11(C-9), 37.55(C-11), 25.97(C-
14), 19.25(C-15), 12.25(C-13).
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7.6. Determinacion de los constituyentes presentes en el extracto metandlico

de A. millefolium

7.6.1. Aislamiento de la 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona y 5-hidroxi-3,6,7,3",4’-

pentametoxiflavona

Se procedio al aislamiento de los productos mayoritarios presentes en la fraccion
V (Tabla XIll); en las fracciones restantes estaban presentes los compuestos: f3-

amirina, B-sitosterol, arabinosa, sacarosa y B-D-glucositosterol.

Tabla XlIlI. Rendimiento de los flavonoides aislados del extracto metanélico de

Achillea miflefolium.

Cantidad obtenida por
% en relacion a 250 g de

Compuesto 10 g de extracto
peso seco de la planta
metandlico.
7-metoxi-3,5,4'-
5 mg 0.020%

trihidroxiflavona
5-hidroxi-3,6,7,3',4’-

pentametoxiflavona

5 mg 0.020%

Por otra parte, la fraccién V presentd, de forma caracteristica, dos compuestos
mayoritarios de tipo fiavonol detectados con H,SO, al 10% (agente cromogeénico) y
posteriormente, se procedid a la separacion via cromatografia preparativa,
empleando como sistema de elucion Hex-AcOEt (55:45), lo que permitido el
aislamiento de un primer compuesto con peso molecular de 300, con férmula
molecular CiH120s vy cuya estructura molecular se determind por el analisis de
sus datos de RMN'H (espectro 12) y espectro de masas (espectro 11)(Tabla XIV).

Estos datos permitieron identificarlo como 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona (Figura

STA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA L
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21). En la figura 22 se muestra el esquema de fragmentacion tipico para este tipo
de compuestos.

Con la finalidad de determinar inequivocamente la ubicacion de los grupos
hidroxilos en la molécula, se realizo ta acetilacion de ésta empleando para ello
anhidrido acético y piridina, el resultado de este proceso permitié obtener el

derivado triacetilado que se aprecia en el espectro 13.

CH;0

Figura 21. Estructura de la 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona.

Tabla XIV. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la 7-

metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona.

Masas PM 300 [M], 166, 167, 138, 118, 121,94, 93.

(Espectro 11)

RMN-'H 7.85 (d,J>.¢=8.7 Hz, H-2' y H-8'); 6.97 (d, J3.5=9.0

(Espectro 12) Hz, H-3' y H-5'); 6.45 (d, J=1.8 Hz, H-8); 6.20 (d,
J=1.5 Hz, H-6)
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Figura 22. Patrén de fragmentacion del 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona
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Otro de los flavonoides aislados de la fraccion V, fue un compuesto con un peso
molecular de 388 (Espectro 14) y una férmula CoH200s. Al analizar los datos del
espectro de RMN'H (Espectro 15), se detectd la presencia de una segunda
flavona con cinco grupos metoxilos, al comparar los datos de RMN'H con los
reportados en la literatura (Ahmed et al, 1989), se identificé al compuesto como 5-
hidroxi-3,6,7,3",4'-pentametoxiflavona (Figura 23). Los datos espectroscopicos y
espectromeétricos se muestran en la Tabla XV y el patron de fragmentacion tipico

para este compuesto se indica en la Figura 24.

Figura 23. Estructura de la 5-hidroxi-3,6,7,3,4’-pentametoxiflavona

Tabla XV. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la 5-

hidroxi-3,6,7,3’,4-pentametoxiflavona.

Masas PM 388 [M], 387 [M’-H], 345[M*"-CH3CO], 196, 197,

(Espectro 14) 170, 138, 162, 165.

RMN-'H 7.72 (s, H-2Y); 712 (d, J=9.0 Hz, H-5); 6.81 (H-8),

{Espectro 15) 3.94 (H-7); 3.92 (H-4"); 3.92 (H-3'); 3.83 (H-6); 3.82
(H-3).
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Figura 24. Patron de fragmentacion del 5-hidroxi-3,6,7,3' 4'-pentametoxiflavona
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7.7. Evaluacion biolégica de los compuestos aislados del extracto hexanico

y metandlico de A. millefolium

Los compuestos aislados de las fracciones D, E, F, G y H del extracto hexanico,
fueron sometidos a evaluacion antimicobacteriana, empleando como
microorganismo de prueba a M. tuberculosis H37Rv y el micrométodo
colorimétrico de Alamar azul.

La B-amirina, p-sitosterol, leucodina, matricarina y desacetilmatricarina, obtenidas
del extracto hexanico de A. millefolium, no presentaron actividad inhibitoria sobre
M. tuberculosis, a la maxima concentracion evaluada (200 pg/mL).

Por otra parte los compuestos 5-hidroxi-3,6,7,3',4’-pentametoxiflavona y 7-metoxi-
3,5 4'-trihidroxiflavona, aislados de la fraccion V del extracto metandlico, no

presentaron actividad antimicobacteriana, a la concentracion de 200 pg/mL.

7.8. Determinacion de la actividad inmunomoduladora de los extractos de

Achillea millefolium

Con base en los resultados obtenidos en la determinacién de la actividad
antimicobacteriana de los extractos hexanico, metandlico y acuoso de Achillea
millefolium, se decididé explorar el potencial inmunomodulador de estos extractos.
Esta actividad biolégica nos permite de manera preliminar explorar si la especie
medicinal A. millefolium biosintetiza compuestos capaces de alterar en forma
positiva o negativa la respuesta inmunitaria inespecifica.

En este estudio se determind el efecto de los extractos aislados de A. millefolium
sobre la respuesta inmune de tipo inespecifica; la cual es la primera en responder
ante un proceso infeccioso, los principales tipos celulares que intervienen en esta
respuesta, son los neutréfilos; éste tipo celular va a encargarse de la eliminacién
de los patdgenos, por diversos procesos que tendran lugar en el fagolisosoma,

durante el proceso de fagocitos:s.
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La destruccidon de microorganismos patdégenos va a inducir la liberacion de
sustancias nocivas como aminas vasoactivas, proteasas plasmaticas, metabolitos
del acido araquidonico, etc., que van a desencadenar una respuesta inflamatoria
en el tejido adyacente al foco de infeccion (Wrba y Pecher, 1996).

En este ensayo bioldgico se empleé como control positivo la ciclosporina, la cual
es una sustancia utilizada como inmunosupresor, para evitar y tratar el rechazo de
un érgano transplantado (rifion ¢ higado), ya que posee un efecto inhibidor
selectivo en los linfocitos T y suprime |a respuesta celular.

La concentracion evaluada en este caso fue de 2.5 mg/mL, la cual present6 una
mnhibicion de la fagocitosis del 100% en los neutrofilos.

Cabe aclarar que se evalud la viabilidad de los neutréfilos con el colorante azul de
Tripano, después de realizada la incubacion con los tratamientos, esto fue para
determinar que el compuesto no tuviera un efecto citotoxico sobre los neutrofilos y
que por ese motivo influyera en el proceso de fagocitosis.

Al evaluarse la viabilidad en todos los casos estudiados, se pudo comprobar que
los neutrdfilos permanecieron viables aun después de los tratamientos (extractos,
fracciones y compuestos); esto nos permitio detectar que los neutrofilos no fueron
afectados y que los tratamientos unicamente influenciaron en el proceso de la
fagocitosis.

Los resultados de la actividad inmunomoduladora de ios extractos, se aprecian en
la grafica 1 y la Tabla XVI, donde se observa que al incubar los neutrofilos por 2
horas en presencia de los extractos a diferentes concentraciones, el numero
promedio de levaduras fagocitadas (indice fagocitico), fue disminuyendo al ir

aumentando la concentracion de los tratamientos, respecto al control.
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Tabla XVI. Efecto de los extractos de Achillea millefolium sobre la actividad

fagocitica de los neutrofilos.

Concentracion % de inhibicion de la fagocitosis
[mg/mL] Ext. hexanico | Ext. metandlico Ext. acuoso
Control 0 0 0
0.25 4 7 -
0.5 15 9 -
1 15 13 -
2.5 33 34 20
5 55 67 45
10 79 69 65
Control positivo: 2.5 mg/mL de ciclosporina
% de inhibicion de la fagocitosis 100%

Los tres extractos inhibieron el proceso fagocitico (Tabla XVI), siendo el extracto
hexanico el que presentd una mayor inhibiciébn sobre la fagocitosis, a la
concentracién de 10 mg/mL. Ei promedio de levaduras fagocitadas por cada
neutrofilo con el extracto hexanico fue de 0.42 levaduras, respecto al control que
tuvo un indice fagocitico de 2.01 levaduras (grafica 1).

Este ensayo preliminar permitié explorar el efecto inmunomodulador, demostrando
que el extracto metanolico fue el segundo mas activo, presentando un indice
fagocitico de 0.69 levaduras por célula a la concentracion maxima evaluada de 10
mg/mL; y por ultimo, el extracto gue presentd un efecto parecido fue el acuoso,
observandose que el promedio de levaduras fagocitadas por cada neutréfilo fue de
0.7.

De acuerdo a los resultados podemos decir que el efecto observado es

dependiente de la concentracion y que el extracto con mayor actividad es el

hexanico.
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Grafica 1. Efecto de los tres extractos a diferentes concentraciones de A.
miflefofium sobre la actividad fagocitica de los neutréfilos (indice fagocitico = D. S.)

en cuatro repeticiones.

7.8.1. Actividad inmunomoduladora de los compuestos aislados de Achillea

millefolium

Una vez analizados los extractos, se procedid a evaluar, a diferentes
concentractones los compuestos mayoritarios presentes en el extracto metandolico,
el cual fue el que presentd la segunda mayor actividad inhibitoria, en el proceso
fagocitico de los neutrdfilos.

La especie A. millefolium, sintetiza compuestos que presentan una actividad
inhibitoria sobre el proceso fagocitico de los neutrofilos (lactonas sesquiterpénicas)
y otros compuestos (flavonoides), que incrementan la capacidad de fagocitosis de

tos neutrofilos, como se observa en la grafica 2.
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Indice fagocitico

control dam matri leuc metoxi hidroxi

Grafica 2. Efecto de 5mg/mL de los compuestos desacetilmatricarina (dam),
matricarina (matri), leucodina (leuc), 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona (metoxi) y 5-
hidroxi-3,6,7,3',4'-pentametoxiflavona (hidroxi); sobre la fagocitosis de neutrofitos

(valor del control 1.8).

Como se muestra en la Tabla XVII, la incubacién de los PMNs por dos horas en
presencia de los compuestos: desacetilmatricarina, matricarina y leucodina a 5
mg/mL, da por resultado una inhibiciébn maxima de la capacidad fagocitica de los
neutrofilos. El compuesto que causé mayor inhibicion fue la leucodina, con una
inhibicion del 65%, seguido de la desacetilmatricarina con un 45% de inhibicion,
mientras que la matricarina causd un 33% de inhibicibn. Como se menciond
anteriormente, los compuestos presentes en este extracto eran los mismos que los
que fueron aislados del extracto hexanico, excepto los compuestos presentes en
la fraccion V los cuales fueron caracterizados como: 7-metoxi-3,5.4'-
trihidroxiflavona y  5-hidroxi-3,6,7,3' 4'-pentametoxiflavona,  B-glucositostercl,
sacarosa y arabinosa.

De los compuestos detectados en la fraccion V y VI, se considerd pertinente
evaluar los flavonoides, considerando que este tipo de compuestos alteran el

sistema inmunoiégico (Middleton, 1993), este tipo de estructuras quimicas no han
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sido reportadas como agentes inmunomoduladores y los pocos trabajos que hay,
estan relacionados con una actividad parecida y han sido realizados con extractos
de tipo acuoso los cuales presentan un efecto inhibidor (Benencia et a/, 1995 y
Courréges et al, 1994).

El extracto metanolico fue el segundo mas activo en inhibir la fagocitosis (Tabla
XVIll), de ahi que se procediera a evaluar a los dos flavonoles por separado, los
cuales presentaron un efecto inmunomodulador de tipo positivo, estimulando la
fagocitosis de los neutréfilos, siendo los valores de activacion del 38% para el 7-
metoxi-3,5,4"-trihidroxiflavona, a una concentracion de 5 mg/mL y de 89% para la

5-hidroxi-3,6,7,3" 4'-pentametoxiflavona a 5 mg/mL.

Tabla XVI. Efecto de los compuestos de Achillea millefolium sobre la capacidad

fagocitica de los neutrofilos.

Extracto hexanico

% de inhibicion de
Compuesto Concentracion
la fagocitosis
Leucodina 5 mg/mL 65
Matricarina 5 mg/mL 33
Desacetilmatricarina 5 mg/mL 45
ciclosporina® 2.5 mg/mL 94
L

*Control positivo

Extracto metanolico

. |% de estimulacion
Compuesto Concentracién o
' de la fagocitosis

7-metoxi-3,5,4'-

5 mg/mL 38
trihidroxiflavona

5-hidroxi-3,6,7,3' ,4'-

pentametoxiflavona

5 mg/mL 89
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8. DISCUSION

Achillea millefolium fue seleccionada para este estudio tomando en consideracion
su uso en la medicina tradicional mexicana como remedio para tratar la
tuberculosis y la tos. El antecedente sobre los efectos farmacoldgicos que tiene
esta especie y otras del mismo género, indican que A. millefolium tiene
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, y antifungicas, entre otras.

Sin embargo, a la fecha no se habia explorado la actividad antimicobacteriana de
la especie. Esto llevé ha proponer el estudio de los efectos antimicobacterianos e
inmunomodulador de la especie; iniciando con la evaluacion biologica de los
extractos hexanico, metandlico y acuoso; posteriormente se realizo el aislamiento
de los constituyentes presentes en los extractos activos.

Dentro de los ensayos biologicos mayormente empleados para explorar la
actividad antimicobacteriana de sustancias de origen sintético o natural, se
encuentra el metodo radiospiromeétrico Bactec 460, método que emplea sustancias
radioactivas y requiere de mucho tiempo para obtener resultados (mas de 14
dias), ademas de tener costos elevados (Fischer, 1996 y Cantrell, 1999). Por esta
razon, en este proyecto de investigacion, se empled un método alternativo para
determinar la actividad antimicobacteriana de extractos y compuestos de A
millefolium. El ensayo biolégico de Alamar azuil utilizado en el presente estudio
presenta ventajas importantes en el rastreo de actividades bioldgicas en los
extractos de productos naturales y por otra parte, es un ensayo sencillo y rapido
que permite obtener resultados en menos de 14 dias. La estandarizacion del
meétodo del alamar azul, fue parte importante en el desarrollo de este trabajo.

El fraccionamiento quimico del extracto mas activo (hexanico), permitié obtener 10
fracciones primarias que al momento de ser evaluadas biologicamente, se detecto
que la actividad se concentraba en la fraccidon F, por lo que se procedid al
aislamiento de los compuestos obtenidos en ella, sin embargo, también las
fracciones D, E, G y H presentaron un efecto inhibidor sobre el crecimiento de M.

tuberculosis a una concentracidn mayor que el observado para el extracto.
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Dada la actividad observada en las fracciones, se procedi6 al aislamiento de los
compuestos presentes en ellas, proceso que permitié obtener tres lactonas
sesquiterpénicas (desacetilmatricarina, matricarina y leucodina), asi como de la f3-
amirina y B-sitosterol, una vez obtenidos los compuestos se procedio a evaluarlos
biolégicamente, por separado.

Ninguno de los compuestos obtenidos del extracto hexanico inhibieron el
crecimiento de M. tuberculosis a la maxima concentracion evaluada (200 ng/mL) lo
que indica que siendo éstos los compuestos mayoritarios en el extracto, no son los
responsables de la actividad bioldégica cuando se prueban por separado. Es
importante mencionar que las estructuras de las lactonas sesquiterpénicas con
nucieo germacrano y eudesmano, han demostrado tener una importante actividad
antimicobacteriana, debido a que presentan un nucleo a-metilen y-lactona en la
posicion 6-7 y/o 7-8, sin embargo, esta actividad se ve incrementada cuando las
lactonas sesquiterpénicas presentan un grupo epoxido en los carbonos 4-5
(Fischer ef al, 1998 y Cantrell ef al, 1999).

En nuestro caso las lactonas aisladas presentaron un nacleo guaianclido, que no
tienen el anillo o-metilen y-lactona y ni un grupo epodxido. A la fecha estas
lactonas, aqui descritas no han sido reportadas como agentes
antimicobacterianos, siendo esta investigacion la primera en estudiar la actividad
antimicobacteriana de estas estructuras. Los pocos trabajos reportados para este
tipo de lactonas han sido uUnicamente de tipo quimico y no existe mucha
bibliografia respecto a su actividad biologica (Martinez y Zamora, 1988; Ho et al,
1998; Tan, 1999 y Romo de Vivar y Olmos, 1968). Lo que se ha reportado, se
refiere a su actividad anti-alergénica, pues inhiben el proceso de exocitosis en
células cebadas y con ello la liberacion de agentes inflamatorios, los cuales
contribuyen a los sintomas principales de la respuesta alérgica, como son la
formacion de edemas y constriccion bronguial, principalmente (Ho et al, 1998).

Las factonas que presentan el mismo tipo de nucieo guaianodlido, como es el caso

de la achillina presentan actividad de tipo antiinflamatoria, Zidorn, 1999 reporta
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que cuando se aplica este compuesto reduce el tamafo de un edema, en {a oreja
de ratones.

Es importante resaltar que en ocasiones la mezcla de los constituyentes es la que
presenta la bioactividad, misma que se pierde al separarios en forma individual.
Aungue los resultados en este estudio no son concluyentes, se podria asumir que
la actividad inicial del extracto hexanico se debe a la mezcla de los compuestos o
bien a la presencia de algun otro compuesto minoritario, aun no detectado.

Del extracto metandlico con una actividad de tipo inhibitoria inicial de 100 pg/mL,
contra M. tuberculosis, se aislaron en menor cantidad (Tabla Xlll) las lactonas
arriba descritas, dos flavonoides, el pB-glucositosterol y los azdcares arabinosa y
sacarosa. Los flavonoides fueron caracterizados como 7-metoxi-3,5,4'-
trihidroxiflavona y 5-hidroxi-3,6,7,3' 4-pentametoxiflavona. En la literatura no hay
reportes sobre la actividad antimicobacteriana de los flavonoides y estos ultimos
compuestos aislados al ser evaluados biologicamente, no presentaron actividad, lo
gue sugiere que el efecto del extracto metandlico, al igual que el del extracto
hexanico pudiera relacionarse con la presencia de la mezcla de lactonas.

En el proceso infeccioso producido por Mycobacterium tuberculosis, el sistema
inmunoclégico no-especifico, juega un papel importante para eliminar el
microorganismo invasor, afectando la actividad fagocitica de las células
polimorfonucleares (neutrofilos). La informacion etnobotanica sobre el uso de
Achillea miflefolium en el tratamiento de la tubercutosis podria relacionarse con
propiedades inmunomoduladoras mas que con un efecto especifico de la planta
sobre la micobacteria.

Por lo anterior, se decidié determinar el efecto inmunomodulador de los extractos
sobre la actividad fagocitica de los neutréfilos, empieando para ello un ensayo
biolégico sencillo, rapido y de bajo costo; el cual permite determinar de manera
preliminar el efecto de extractos o compuestos sobre la actividad fagocitica
(Benencia et al, 1994). En este sentido, la evaluacidén de los extractos (hexanico,
metandlico y acuoso) y de los compuestos puros aislados fueron interesantes. Por

un lado tenemos que los extractos presentaron un efecto inhibidor de la
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fagocitosis, siendo el extracto hexanico el mas activo, seguido del metandlico y por
ultimo el acuoso.

En cambio las lactonas sesquiterpénicas inhibieron la actividad fagocitica de los
neutrdfilos, observandose un compontamiento similar al que mostrd la ciclosporina,
usada en este estudio como farmaco de referencia. La ciclosporina se ha utilizado
en la clinica como un inmunosupresor en los transplantes de 6rganos, actuando
como un inhibidor de la actividad fagocitica del sistema reticulo endotelial.

En la literatura se ha reportado, que este tipo de lactonas, provocan un efecto
contrario en otro tipo de células; en este caso se han descrito como agentes anti-
alergénicos, la desacetilmatricarina y la leucodina (Ho et ai, 1998) atribuyéndose a
la primera su mayor actividad inhibitoria la presencia de un grupo hidroxilo en la
posicion 8, la cual esta ausente en la segunda (Figuras 17 y 20).

Las lactonas sesquiterpénicas aisladas del extracto hexanico de A. millefolium
inhiben el proceso fagocitico, posiblemente este efecto se debe a que estos
compuestos se unen a algunos receptores de los factores quimiotacticos de la
superficie de la membrana de! neutrdfilo, ocasionando que el proceso
quimiotactico sea inhibido y provocando asi una disminucién de la fagocitosis,
como se aprecia en los resultados (Tabla XVII).

Por otra parte, los flavonoides puros presentaron la actividad opuesta, fueron
inmunoestimulantes, aunque éstos se encontraban en bajas concentraciones en el
extracto metandlico, por lo que el efecto del extracto crudo, se atribuye
fundamentalmente, a la presencia de las lactonas.

Respecto a la actividad inmunomoduladora evaluada en este trabajo, no existen
reportes respecto a la actividad fagocitica para los flavonoides. Sin embargo, se
sabe que los flavonoides en especial la quercetina (ver figura 12) ha sido
reportada como un compuesto que inhibe los mecanismos dependientes del
oxigeno para eliminar microorganismos, en especial al sistema de la MPO, asi
como la inhibicion de la formacion de radicales libres de oxigeno; cabe senalar
que esta actividad se atribuye a la presencia de los grupos hidroxilos presentes en

la molécula (Middleton y Kandaswami, 1993).
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La presencia de los diferentes sustituyentes presentes en los flavonoles, es
caracteristica para cada compuesto ya que la 7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona
presenta un solo grupo metoxilo y tres grupos hidroxilos en su molécula, mientras
que la 5-hidroxi-3,6,7,3' 4'-pentametoxiflavona tiene un grupo hidroxilo y cinco
metoxilos (ver figuras 21 y 23). Esta diferencia estructural hace que la respuesta
en la actividad fagocitica se vea incrementada por la presencia de un mayor
numero de sustituyentes de tipo metoxilo en la estructura molecular, en relaciéon
con la estructura que solo presenta un solo grupo metoxilo.

Por otra parte, podriamos decir que los receptores de membrana del neutréfilo
reconocen a los flavonoides y posiblemente provocan que funcionen como
factores quimiotacticos, permitiendo asi que el neutrofilo aumente su capacidad de
reconocimiento de las levaduras opsonizadas (Tristram, 1994}

La busqueda de agentes anti-infecciosos e inmunomoduladores es necesaria
particularmente por el incremento de la tuberculosis en el mundo y el aumento de
la resistencia de los bacilos que la provocan, y a los farmacos diversos utilizados
para su combate. Asimismo es muy importante el estudio inmunomodulador de
algunas plantas medicinales utilizadas para controlar las afecciones que podrian

relacionarse con la tuberculosis.
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9. CONCLUSIONES

El extracto hexanico y metandlico de Achillea millefolium tienen moderada
actividad antimicobacteriana contra la cepa de referencia H37Rv y presentan

un efecto inhibidor sobre la fagocitosis de los neutréfilos in vitro.

Los compuestos aislados del extracto hexanico se caracterizaron
estructuralmente como lactonas sesquiterpénicas de tipo guaiandlido
(desacetilmatricarina, matricarina y leucodina}, y como [3-sitosterol y [3-amirina.
Ninguno de los compuestos puros y mayoritarios en este extracto presentd
actividad contra la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv.

. Por otro lado, las lactonas sesquiterpénicas provocaron la inhibicion del
proceso fagocitico de los neutréfilos.

. Del extracto metandlico, con menor actividad antimicobacteriana que el
extracto hexanico, se aisiaron las mismas lactonas sesquiterpénicas, mas dos
flavonoides (7-metoxi-3,5,4'-trihidroxiflavona y 5-hidroxi-3,6,7,3',4'-
pentametoxiflavona), B-glucositosterol y dos azucares (arabinosa y sacarosa).
Los flavonoides no fueron activos contra la cepa de referencia de M.
tuberculosis H37Rv, pero presentaron actividad inmunoestimulante ya que

incrementaron las propiedades fagociticas de los neutrofilos in vitro.
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