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Danme serior, agndeza para entender,
Capacidad para retener
Meétodo y facultad para aprender
Sutileza para interpretar
Gracia y abundancia para hablar.
Dame acierto para empezar
Direccién al progresar

Y perfeccion al acabar

E/ fruto del silencio es la oracion,
el fruto de la oracion es la fe,
el fruto de la fe es el amor,
y el fruto del amor, es servir a los demis.

Santo Tomas de Aquino

Madre Teresa de Calenta
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JUSTIFICACION
& JUSTIFICACION

La tuberculosis hoy en dia se presenta como una enfermedad en estado emergente a nivel
mundial. A pesar de las diversas estrategias implementadas para el control y erradicacién de la

enfermedad, los resultados han sido escasos.

Dia a dia se incrementa el nimero de personas infectadas por esta enfermedad, debido a
diversos factores tales como la falta de cumplimiento al tratamiento, diagndsticos inadecuados,
acceso limitado a los servicios de salud (tramites excesivos y burocraticos en la solicitud y
surtimiento de los farmacos) y enfermedades como: diabetes mellitus, VIH, enfermedad de
Hodking’s, cancer, alcoholismo, personas bajo tratamiento prolongado con corticosteroides u
otros farmacos inmunosupresores, drogadiccion. Lo anterior contribuyen también a la aparicion

de cepas de Mycobacterium tuberculosis (agente etiologico) resistentes a los farmacos actuales.

Los farmacos empleados en la actualidad para el tratamiento de cepas farmacoresistentes,
son de alto costo, téxicos, de baja efectividad y con severos efectos secundarios, en los casos de
multifarmacoresistencia (MFR) por lo que se requiere urgentemente nuevos agentes
antituberculosos. La busqueda de este tipo de compuestos y/o moléculas activas puede obtenerse

en diferentes fuentes tanto naturales como sintéticas.

Desde la antigiiedad se han empleado las plantas medicinales para el tratamiento de
diversas enfermedades, incluyendo la tuberculosis, malaria y parasitosis, que hoy en dfa son
enfermedades emergentes. Por otro lado, es importante mencionar que de diversas fuentes
naturales se han obtenido moléculas prototipo que han permitido el desarrollo de diversos
principios activos; sin embargo, a pesar de que las especies medicinales han sido poco exploradas
desde el punto de vista quimico y farmacolégico, actualmente se consideran una importante fuente
potencial para encontrar nuevos compuestos y/o moléculas activas contra el bacilo de la
tuberculosis y otras enfermedades.

En México existe una gran diversidad de especies que se conocen por su valor curativo, es
por eso que el presente trabajo describe la investigaciéon quimica y biolégica de la especie medicinal
Thymus vulgaris, con la finalidad de realizar la bisqueda de nuevos y/o conocidos agentes anti-

Tuberculosis (anti-TB).

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 1



INTRODUCCION

& INTRODUCCION

A nivel mundial un tercio de la poblacién se encuentra infectada por M. tuberculosis y cada
afio se estima una incidencia de mas de 10 millones de casos nuevos y 3.5 millones de defunciones
por tuberculosis (IB), siendo la segunda causa de muerte por un solo agente infeccioso. En
México, la tasa de incidencia es de 32 casos por cada 100,000 hab., y los estados con mayor
incidencia son: Veracruz, Baja California, Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Nuevo Leén, Tamaulipas
(DGE, 2001-2004; De-Riemer ef al., 2005). Datos recientes emitidos por la Direcciéon General de
Epidemiologia (DGE) reportan que en los afios 2003 y 2004 existieron 15,132 y 14,652 casos
respectivamente. Para la semana 45 del 2005, se registraron 13,313 casos de TB (cITB) (DGE,
2003-2005).

En 1996, la OMS implement6 el programa TAES (Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado) para controlar y erradicar la TB; sin embargo, en paises como Brasil, Colombia,
Paraguay, Guvana, Republica Dominicana, la cobertura de este programa es menor al 50%, en
México la cobertura es tan solo del 70% lo que trae como consecuencia la aparicién de cepas
farmacoresistentes (FR) que no responden a los tratamientos establecidos (OPS, 2004). Ademas, la
investigacién sobre nuevos agentes anti-TB ha sido escasa por mas de tres décadas desde el
descubrimiento de la rifampicina (R) en 1967 y ha sido retomada en la ultima década. Dado el
problema que representa la TB en los sistemas de salud a nivel mundial, se han iniciado proyectos
enfocados a la busqueda de moléculas activas y/o prototipo para el desatrollo de nuevos agentes a
partit de diversas fuentes naturales y/o sintéticas (Cantrell ez al, 2001; Copp, 2003;

Kanokmedhakul ez a/., 2002; Kénig e al., 2000; Lall y Meyer 1999; Seephonkai ez al., 2002).

Contribuyendo a la busqueda de nuevos agentes anti-TB, en la UIM en Farmacologia de
Productos Naturales del Hospital de Pediatria del CMN SXXI del IMSS se desarrolla una linea de
investigacion permanente enfocada a explorar las plantas medicinales de México como una posible
fuente de moléculas con actividad antimicobacteriana (Jiménez-Arellanes ez a/., 2003, 2005; Leon,
2005; Luna, 2005).

Continuando con el desarrollo de esta linea de investigacion, se presenta el siguiente
trabajo, en donde se explora el efecto antimicobacteriano de los extractos hexanico y metandlico
de las partes aéreas de la especie medicinal Thymus vulgaris y el aislamiento de los compuestos

responsables de la actividad biologica.

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 2



INTRODUCCION

En la medicina tradicional es utilizada principalmente para curar diversas enfermedades de
las vias respiratorias (tos, pulmonia, resfriados, laringitis y bronquitis) y gastrointestinales (diarrea,
colicos, disenteria, dispepsia) (Duke, 2002; Font-Quer, 1961; Aguilar, 1994; Argueta ez al, 1994).
Ademas, se utiliza como agente sedante, antiséptico, antihelmintico, antipirético, fungicida,
antioxidante, insecticida y de forma topica para el tratamiento de dermatitis y pequenas heridas,
para el control de la menstruaciéon (Ismaili e a/, 2004; Kitajima ez al., 2004a y 2004b; Wang e al.,
1999). En una investigacién previa realizada en la UIM Farmacologia de Productos Naturales, se
encontré que los extractos hexanico y metandlico de las partes aéreas de la especie inhiben el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv a la concentracion de 50 pg/ml (datos en proceso de
publicacién). En la misma unidad trabajando con 11 fracciones del extracto metandlico asi como
el carvacrol obtenido de esta misma especie se encontrd que tres de esta fracciones inhiben el
crecimiento de E.coli -1, Shigella sonnei-1, S. sonnei-2, S. flexneri-2 , Salmonela sp-2 y S.flexneri. Ademas
reportan que el extracto metandlico presenta un buena actividad antipropulsiva con valores de

70.2-76.9 % de inhibicién (Lugo, 2005).

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 3



ANTECEDENTES

« ANTECEDENTES

I. TUBERCULOSIS

La tuberculosis es un padecimiento infecto-contagioso extendido en todos los continentes
y es la causa de aproximadamente dos millones de muertes anuales entre jovenes y adultos (Basic
Facts on TB; Stop TB, fight poverty 2002). En el mundo cerca de 25,000 mil personas desarrollan
TB diariamente, lo que conlleva a casi nueve millones de casos nuevos por afio y dos millones de
muertes por esta causa (SSA, 2004; WHO, 2004; Koga e al., 2004). Afecta principalmente a
individuos en edad econémicamente productiva (26-40 afios), lo que significa una carga para la
sociedad; pero también se presenta en jévenes y nifios, siendo estos ultimos los mas vulnerables
(Tuberculosis and children, 2002; Cantrell ez a/., 2001; Copp, 2003; Frieden ez al., 2003). La TB
constituye uno de los padecimientos de mayor importancia a nivel mundial y por ello la OMS ha

establecido programas especificos para el control y erradicacion de la enfermedad.

II. AGENTE ETIOLOGICO

Los agentes etiolégicos de la tuberculosis humana son: M. #uberculosis (principalmente), M.
bovis, M. africanum, M. kansaiz, M avium-intracellulare, M. fortuitum-chelonei, los cuales pertenecen al
orden Actinomicetales y a la familia Micobacteriaceae; el conjunto de todas estas micobacterias se

les conoce como bacilos acido-alcohol-resistentes (BAAR) por su resistencia a decoloraciéon con

acido y alcohol (Brock e7 al., 2000).

Las micobacterias presentan una composiciéon inusual en su pared celular, la cual
contienen una gran cantidad de lipidos (cerca del 40% de su peso seco) entre las cuales destacan el
dimicocerosato de ptiocerol (PDIM), los lipoarabinomananos (LAM-es un fosfatidilinositol
anclado a un lipoglicano), los sulfolipidos (SL), los acidos micélicos compuestos por glicolipidos o
micosidos y la lipoproteina de 19 kDa (Karakousis e a/., 2004). Estas sustancias le confieren a las
micobacterias ciertas propiedades de tincion, resistencia al medio ambiente y a los farmacos y son

factores de virulencia de gran importancia.

Se han descrito tres tipos de LAM’s: ManLAM (con excesiva capa de manosa) aislado de
las cepas Erdman, H37Rv, H37Ra y BCG; PILAM aislados de micobacterias de rapido
crecimiento (M. smegmatis y M. fotuitum) y el aralLAM aislados de M. chelanoe (Karakousis e al., 2004).

De los sulfolipidos destaca el SL-1 (2’-sulfato-2, 3, 6,6’-tetraacil-a,,a."-D-trehalosa). Los 4cidos

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 4



ANTECEDENTES

micolicos son de elevado peso molecular que contienen glicolipidos y en particular trehalosa-6,6"-
dimicolato (TDM) y es conocido como factor cuerda, es una de las sustancias mas estudiadas por
considerarse un factor de virulencia en las micobacterias, sin embargo esta sustancia se ha descrito

en otros microorganismos como Nocardia, Corynebacterium y Rhodococcus (Karakousis et al., 2004).

La proteina de 19 kDa es muy comuin en las bacterias gram positivas, gram negativas y
micobacterias. Esta proteina estas implicada en la respuesta inmunoldgica, atribuyéndose el efecto
en la region lipopeptidica triacilada NH,-terminal (Brightbill ez a/., 1999).

La identificacion en M. tuberculosis es fundamental para el diagndstico y tratamiento de la
enfermedad. Debido al gran numero de especies de micobacterias que existen, se ha establecido la

clasificacion que se describe en la Tabla 1.

Tabla.1. Clasificaciéon de micobacterias por la produccion de pigmentos (Jawetz ef al., 1996;
Wolinsky, 1984).

CLASIFICACION MICROORGANISMO
Complejo TB M tuberculosis, M. africanum, M. bovis
Fotocromdégenas M. asiaticum, M. Kansasii, M. marinum
M. siniae
Estocromégenos M. flavencens, M. gordonae, M. scrofulaceum
M. szugai
No cromégenos Complejo M. avium, M. celatum, M. haemophilum,

M. gastri, M. genavense, M. malmoense
M. nonchromaogenicum, M. shimoidei, M. terrae
M. trivale, M. nlcerans,M. xenopi

De crecimiento rapido M. abscessus, Grapo M. fortuitum, Grupo M chelonae
M. phlei, M. smegmatis, M. vaccae

Fotocromoégenas: produccion de pigmentos; Estocromoégenos: desarrollo de pigmentos cuando crecen en la
obscuridad; No cromégenos: no son pigmentados

De la gran diversidad de micobacterias que se conocen sobresale por su patogenicidad M.
tuberculosis, cuyas principales caracterfsticas morfolégicas se mencionan a continuaciéon: es una
bacteria acido-alcohol resistente, se presenta como un bacilo delgado de 2 a 5 micras de longitud y
0.2 a 0.3 micras de diametro, es aerobio estricto, no movil, de lento y dificil crecimiento. En los
medios de cultivo se presentan formas cocoides o filamentosas, presentandose como agregados

entrelazados o trenzados conocidos como “cordones serpenteantes” debido al micésido 6,6’
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ANTECEDENTES

dimicolitrehalosa que le confiere la virulencia a M. fuberculosis (Koneman et al., 1999; Jawetz et al.,
1996; Wolinsky,1984).

Los medios de cultivo mas recomendados para el crecimiento de micobacterias son el
Lowestein Jensen (que contiene verde de malaquita) , el ATS (American Toraxic Society), el
Petragnani, el Petroff, el Cohen, Middlebrook 7H10 y 7H11; los dos dltimos son muy empleados
actualmente para determinar sensibilidad/resistencia a firmacos ant-TB dado el rapido
crecimiento en ellos. En caso de sospecha clinica y radiolégica de TB pulmonar con resultado
negativo de baciloscopia y en los casos de TB extrapulmonar (renal o genitourinaria, meningea,
Osea), se recomienda realizar cultivo para confirmar la presencia de M. #uberculosis y para los casos

de TB farmacorresistente (Brock ez al., 2000).

III. INMUNIDAD Y TRANSMISION

En la proteccion y/o desarrolllo de la TB interviene la inmunidad celular donde juegan un
papel importante los linfocitos de tipo 1 (Th-1) y macréfagos; el desarrollo de esta inmunidad en
un individuo infectado tarda de 2 a 8 semanas. La TB se adquiere principalmente por via aérea y
las micobacterias se depositan en los alvéolos llegando especificamente a los macréfagos, donde se
inician diversos procesos inmunolégicos para su eliminaciéon o bien para el desarrollo de la
infeccion. Durante el proceso infecciosos se describen cuatro mecanismos: a) la respuesta efectiva
para eliminar el bacilo y por ende el paciente no desarrollara la enfermedad; b) la micobacteria no
se climina totalmente y empieza una manifestacion clinica de la TB primaria; c) el sistema
inmunoloégico impide el crecimiento del bacilo sin causar una eliminacién total, pudiéndose
verificar con la prueba intradérmica de PPD (Derivado de la Proteina Purificada) y d) los bacilo
que han estado latentes vuelven a multiplicarse causando una reinfeccion (Jiménez-Martinez e/ al.,
2001).

Los macréfagos juegan un papel importante en la eliminacién y/o teplicacion de las
micobacterias, estas células son reclutadas por citocinas proinflamatorias como factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-), interleucina-1 (IL-1), IL-6 y por quimiocinas que son producidas por células
epiteliales, células endoteliales y macrofagos alveolares.

Las citocinas regulan positivamente la expresion de moléculas de adhesion (CD54, CD106
y CDO62-E) en el endotelio y en los leucocitos; por esta causa, los leucocitos migran al sitio de
lesion. La produccion excesiva de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1 provocan fiebre,

pérdida de peso y necrosis tisular, en procesos cronicos puede generar caquexia que el paciente
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con TB severa manifiesta clinicamente (Jiménez-Martinez ef al, 2001). A nivel tisular TNF-a

sinergiza junto con Interferén gamma (IFN-y) para aumentar la producciéon de oxido nitrico
(Sada-Diaz, 2003).

Los macréfagos producen también otras citocinas, como la IL-10 conocida como
antiinflamatoria y el factor transformador del crecimiento beta (TGF-B), estas dos citocinas
suprimen la funcién de los macréfagos. Al suprimir indirectamente la produccién de citocinas por
monocitos y linfocitos, y directamente al inhibir la liberacién de radicales libres de oxigeno
alterando la I1.-12, la cual a su vez disminuye la producciéon de IFN-y (Garcfa-Sancho, 2001;
Jiménez-Martinez e al., 2001; Sada-Diaz, 2003). IFN- vy, es una citocina crucial para el control de la
infeccion de M. tuberculosis estimulando al macréfago para que libere TNF-ou y asi favorecer la

formacion de granulomas.

Los monocitos de sangre periférica y los macréfagos del granuloma pulmonar de pacientes
con TB activan la liberaciéon de TGF-8, que a su vez suprime la proliferacion de células T por lo
que aumenta el crecimiento intracelular de M. fuberculosis, con la eliminacién en la produccion de

TNF-a, IL-1, IL-6 y la liberacién de los radicales libres de oxigeno.

Durante la fase temprana de la infeccién hay presencia de infiltrado inflamatorio constituido por
linfocitos CD-4 Th-1 productores de citocinas (IFN-y, IL-2) y macréfagos activados productores
de TNF-a e IL-1 en el intersticio alveolo-capilar dando lugar a los granulomas. TNF-a y IL-1
activan macrofagos y estimulan la produccion de IL-2, estas citocinas (IL-2 y TNF- «) inducen la
proliferacién celular linfocitaria aumentando asi el nimero de células inmunocompetentes que
mantenian bajo control a las micobacterias, ademas el macréfago activado produce 6xido nitrico
sintetasa inducible (INOS); este genera la produccion de 6xido nitrico (NO) que reacciona con
radicales libres y producen peroxinitrilos (compuestos inestables) que se asocian a diferentes
constituyentes bioquimicos celulares, siendo uno de los blancos principales, las proteinas (en
particular la tirosina). Las proteinas nitrosiladas sufren cambios conformacionales con pérdida
irreversibles de sus funciones provocando la muerte celular.

Algunas quimiocinas como IL-8 atraen a los neutréfilos, los cuales pueden fagocitar a la
micobacteria sin la capacidad suficiente para eliminarla. La funcién de los neutréfilos es contener a

las micobacterias evitando su diseminacion mientras son sustituidos gradualmente por macréfagos
activados. Otras quimiocinas como MCP-1, MIP-18, RANTES, IP-10, MIG, I-TAC dirigen la

migracion de monocitos y linfocitos para la formacién de granulomas, los cual tienen la finalidad

ANTECEDENTES

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 7



de restringir el crecimiento bacilar, confinando a las micobacterias en un sitio evitando asf la

distribucion en todo el organismo (Frieden ez al., 2003; Jiménez-Martinez ez al., 2001).

En la fase avanzada de la TB existe un aumento de micobacterias vivas en el pulmoén asi
como areas progresivas de consolidaciéon neumodnica con focos de necrosis y extensa fibrosis
intersticial conduciendo a la muerte. En esta fase aumenta la presencia y actividad de linfocitos Th-
2 que inducen la produccién de citocinas (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y el TGF-B). IL-4 induce la
diferenciaciéon de linfocito B productores de anticuerpos, las citocinas 1L-4, IL-10 e IL-1 son
antagonistas de Th-1. La presencia de linfocitos Th-2 en esta fase de la TB contrarresta la
actividad protectora de Th-1 y desvia la inmunidad celular hacia la inmunidad humoral

favoreciendo la progresion de la enfermedad.

Los macréfagos sufren cambios morfo-funcionales importantes y en su citoplasma estan
presentes micobacterias y numerosas vacuolas que contienen lipidos como lipoarabinomananos,
un lipido de la pared bacteriana muy eficiente para desactivar a los macrofagos. Los
lipoarabinomananos inducen al macréfago para producir TGF-B. Estos macréfagos con vacuolas,
disminuyen la producciéon de IFN-y, IL-1 e iNOS e incrementa la produccién de citocinas

antiinflamatorias y supresoras de la inmunidad celular como TGF-f e IL-10. La elevada

produccién de TGF-B contribuye a desactivar la funcion de los macréfagos y estimula la actividad
de celulas Th-2, también induce la proliferaciéon fibroblastica y la sintesis de colageno
contribuyendo asi a generar la fibrosis (Jiménez-Martinez ef al., 2001).

De acuerdo a lo anterior se observan una serie de caracteristicas fisiologicas, las cuales se

describen a continuacién:

& Se presenta el desarrollo de una lesién exudativa aguda, de localizaciéon subpleural en
la parte inferior de los l6bulos superiores o en la parte superior de los l6bulos
inferiores del pulmoén, se propaga a vasos sanguineos y ganglios linfaticos regionales
(Complejo de Ghon).

& Caseificacion masiva de un ganglio linfatico, el cual finalmente se calcifica.

& La prueba de la tuberculina se vuelve positiva.

La primoinfeccion (primer contacto que tiene un huésped con el bacilo tuberculoso)

generalmente es asintomatico, ocurre en la nifiez y depende en gran medida del estado
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inmunolégico del paciente; en esta fase los bacilos tuberculosos se diseminan desde el sitio inicial
a los ganglios linfaticos regionales a través de la via linfatica, dichos bacilos suelen propagarse hasta
llegar a corriente sanguinea y distribuirse a los érganos (distribuciéon miliar). Aproximadamente, el
95% de las personas infectadas inicialmente entran a la fase de latencia, a partir de la cual existe el
peligro permanente de reactivaciéon dependiendo del estado del sistema inmunoldgico del paciente,
el 5% puede evolucionar de manera directa hasta culminar en las alteraciones antes mencionadas

(Jawetz et al., 1996; Koneman ez al., 1999; Granich ez al., 2000; Frieden ef al., 2003).

IV. MANIFESTACIONES CLINICAS

La manifestacion clinica mas comun de la TB es la pulmonar; sin embargo, también existe
la extrapulmonar afectando diversos 6rganos y/o sistemas, por ejemplo el genitourinatio, el
sistema nervioso central, las articulaciones, los ganglios, la pleura, el peritoneo y los huesos
(Frieden ef al., 2003); las manifestaciones clinicas mas severas se presentan en TB pulmonar
(TBp) y TB meningea sin descartar a los demas tipos de TB, entre los que se encuentran: TB
ganglionar, TB 6sea, peritonitis tuberculosa, TB genitourinaria, TB linfatica y TB gastrointestinal

(Frieden et al., 2003).

Los sintomas de la TBp son tos con esputo y sangre por mas de 2 semanas, dolor en
pecho, pérdida rapida de peso, debilidad o fatiga generalizada, escaloftio, fiebre y sudoracién
nocturna. La TB meningea presenta manifestaciones clinicas severas afectando principalmente el
SNC, por la formacién de tuberculomas en el cerebro e inflamacion de las meninges. Las
manifestaciones neuroldgicas graves son paralisis del sistema craneal, motor, sensorial y efectos
cerebrales dependiendo del lugar en donde se localiza el tuberculo: este tipo de TB se presenta
principalmente en nifilos menores de 5 afios y en individuos infectados con VIH (Frieden ef a/,

2003).

La TB genitourinaria, es muy rara ademas de que se confunde con otras infecciones del
tracto genitourinario. En hombres las manifestaciones incluyen prostatitis, epidimitis, orquitis,
dolor en la masa escrotal, y en mujeres se presenta infertilidad (Frieden ez a/, 2003). La TB pleural
es el resultado de una infeccién latente o por reactivacion de la infeccién, se manifiesta cuando se

presenta una disminucion de la respuesta inmune, las consecuencias se dan cuando no se cumple
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con el tratamiento ya que se pueden dar recaidas las cuales suelen afectar a otros 6rganos

(Frieden et al., 2003).

V. DIAGNOSTICO

Se realiza principalmente por estudios de rayos X y bacteriologicos, por medio de la tincion
de Ziehl-Neelsen comunmente conocida como BAAR, pudiéndose identificar el agente en esputo,
orina, liquido cefalorraquideo y jugo gastrico o en tejido de 6rganos infectados (pulmoén, hueso,
nédulos linfaticos). Para confirmar la presencia de micobacterias se debe realizar cultivo en medios
especificos; sin embargo, una de las desventajas en el diagnostico es el lento crecimiento de las

micobacterias, tardandose hasta 21 dias (Tortora e al., 1993; Jawetz et al., 19906).

VI. TRATAMIENO

Existen 2 tipos de farmacos para el tratamiento de la TB, los de 1ra linea que son los mas
utilizados y los farmacos de 2da linea que se utilizan en los casos de MFR.

Se utilizan principalmente farmacos de primera linea siendo Isoniazida (H), Rifampicina
(R), Etambutol (E), Estreptomicina (S) y/o Pirazinamida (Z). Ademas se cuenta con firmacos de
segunda linea pero son mas toéxicos, de costo elevado y deben emplearse en circunstancias
extremas como por ejemplo resistencia a los farmacos de primera linea o bien en el fracaso del

tratamiento.

MEDICAMENTOS ANTITUBERCULOSOS DE PRIMERA LINEA

Isoniacida (H). Se introdujé en 1952; es altamente eficaz contra las cepas humana y
bovina de M. tuberculosis, presenta acciéon bactericida sobre las micobacterias que estan en fase de
division, inhibe la sintesis de acido micolico y la alteracion de la pared celular. Penetra facilmente
en la pared celular bacteriana y es igualmente eficaz contra las localizaciones intracelulares y

extracelulares (Rodriguez, 1999).

Rifampicina (R). Este farmaco se une a la subunidad - de la DNA-polimerasa RNA-
dependiente, impidiendo que esta enzima se una al DNA, bloqueando la transcripciéon del RNA.
Puede actuar como bacteriostatica o bactericida segun las concentraciones que alcance en su lugar
de accion y de la susceptibilidad del microorganismo. Es eficaz frente a microorganismos en fase

de division rapida en las lesiones cavitarias y también frente a los que se dividen lentamente, como
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los que se encuentran en las lesiones caseosas y en los macréfagos. Fue introducida en el

tratamiento antituberculoso en 1971 (Mandell, 1999).

Pirazinamida (Z). Fue introducida por primera vez en 1951 pero se dej6 de usar por
presentar efectos indeseables debido a las dosis altas que se administraban. Es un medicamento
muy importante en el tratamiento antituberculoso por ser esterilizante, debido a su accién

bactericida sobre el bacilo tuberculoso intracelular que es el responsable de la aparicion de recaidas

(Mandell, 1999).

Estreptomicina (S). Se introdujo en 1945, tiene actividad bactericida y actda interfiriendo
con la sintesis de proteina del M. tuberculosis y de otros tipos de micobacterias (Mandell, 1999;

Chambers y Sande, 1999).

Etambutol (E). Es bacteriostatico, aunque también muestra efectos bactericidas si las
concentraciones son lo suficientemente elevadas. Inhibe la sintesis del RNA lo que impide su
multiplicacién. Es efectivo frente a microorganismos en fase de division activa. No se han
observado resistencias cruzadas entre el etambutol y otros farmacos antituberculosos. Como regla
general, los siguientes microorganismos son susceptibles al etambutol: M. fuberculosis; M. bovis; M.

marinumy; M. kansasiz, M. avium, M. fortuitum, y M. intracellulare. (Mandell, 1999; Rodriguez, 1999).

En la siguiente Tabla se describe la dosificaciéon a administrar asi como los efectos
secundarios que causa cada uno de los farmacos de primera linea.

Tabla 2. Dosis administrada y efectos secundarios de los farmacos de primera linea.

Farmacos | Dosis diaria: Reacciones adversas
Nifios Adultos Dosis maxima
(mg/Kg peso) (mg/Kg peso) /dia
Tsoniacida 15-20 5-10 300 mg | Neuropatia periférica
) | Hepatitis
Rifampicina 15 10 600 mg | Hepatitis, Hipersensibilidad
®) | Interacciones medicamentosas
Pirazinamida 25-30 20-30 1,5-2¢ | Gota
) | Hepatitis
Estreptomicina 20-30 15 lg | Vértigo, Dermatosis
®) | Hipoacusia
Etambutol 20-30 15-25 1200 mg I Alteracion de la vision
®) |

Tomado de: Frieden ¢ 4/., 2003; NOM-006-SSA2,1993.
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FARMACOS DE SEGUNDA LINEA
Cicloserina: Es un antibiético analogo de la D-alanina; el rango de concentracién en el
cual actua es de 15-20 pg/mlL. Presenta reacciones adversas tales como disfunciones en el sistema

netrvioso central y reacciones psicoticas. La dosificacion para pacientes con TB es de 0.5-1 g/dfa.

Etionamida: Es un analogo de la isoniazida, bloquea a los acidos micdlicos, la mayor
patte de los bacilos tuberculosos se inhiben a concentraciones de 2.5 pg/mL; los efectos
secundarios producidos por este fairmaco son la intensa irritacion gastrica asi como sintomas

neurolégicos. La dosis recomendada es de 1 g/dfa.

Acido para-aminosalicilico (PAS): Es un compuesto bacteriostatico 7 witro, casi todas
las cepas de M. tuberculosis son sensibles a una concentracién de 1 pg/ml, es especifica para M.
tuberculosis. Su mecanismo de accién es semejante al de las sulfonamidas (impidiendo a la bacteria
utilizar de manera normal el PABA en la sintesis de acido folico). Entre los efectos secundarios
que presenta, predominan los problemas gastrointestinales, incluyendo anorexia, nausea, dolor
epigastrico, molestias abdominales y diarrea; los individuos con ulcera gastrica no toleran el

producto (Mandell y Petri, 1999).

Viomicina: Es un polipéptido producido por estreptococos. La mayor parte de las cepas
tuberculosas se inhibe de 1-10 pg/ml, pero induce resistencia facilmente. Los efectos
secundarios mas severos que presenta este farmaco son dafio a los rifiones y al octavo par craneal,

lo que da origen a la pérdida del equilibrio y sordera (Rodriguez, 1999).

Rifabutina: Es un antibiético derivado de la rifampicina y posee gran actividad contra M.
avinm-intracellulare y M. fortuitum. La dosis recomendada es de 0.15-0.5 g/dia por via oral; a la fecha

no se reporta su mecanismo de accién y toxicidad.

Existen otro tipo de firmacos que se utilizan para tratar cuadros causados por cepas
resistentes o por micobacterias no tuberculosas, todos estos farmacos se aplican de forma
parenteral, presentan farmacocinética y toxicidad similares, la mayorfa de estos medicamentos son
nefrotéxicos, por lo que no deben utilizarse en forma simultanea. Los farmacos de este grupo
(Kanamicina, Amikacina, Capreomicina) se caracterizan por ser aminoglucésidos y presentar como

mecanismo de accién la inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas, disminuyendo la
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fidelidad de la traduccién del RNAm y provocando la muerte celular (Mandell y Petri, 1999;
Rodriguez, 1999).

VII. FARMACORESISTENCIA

Uno de los graves problemas en la actualidad es la aparicion de cepas MFR de M.
tuberculosis, 1a FR se clasifica como primaria y secundaria.

La primaria es aquella en donde el paciente es infectado por bacilos resistentes a los
farmacos primarios (H, S y R) y que nunca ha recibido tratamiento. A los pacientes en los que se
identifica resistencia a alguno de estos farmacos anti-TB (resistencia en casos nuevos) se deben
clasificar dentro de este grupo (Amaya-Tapia e al, 2000). Este tipo de resistencia involucra la
transmision de una cepa con resistencia natural.

La resistencia secundaria o adquirida es aquella en donde el paciente tuvo un tratamiento
inadecuado e incompleto (con mas de un mes de duracién) y en su mayoria es ocasionada por no
apegarse a los tratamientos. En estos casos, suele encontrarse resistencia a dos o mas

medicamentos y es frecuente la aparicién de cepas con MFR.

Dado el problema de la TB y TB-MFR, en 1996 y 2003 la OMS implement6 la estrategia
a nivel mundial para controlar y erradicar la enfermedad; esta estrategia es conocida como TAES
(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisada) y TAES-Plus o DOTS (por sus siglas en ingles:
Directly Observed Treatment Short Course) y DOTS-Plus, la cual se elaboré a partir de la
experiencia de la Unién Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
(UICTER) y otros organismos gubernamentales e internacionales que han trabajado en torno a la
problematica de la TB.
Los objetivos principales del TAES se describen a continuacion:

» 'Toda persona infectada debe tener acceso a un diagndstico y tratamiento efectivo,
independientemente del lugar donde se encuentre y/o radique.

» Adoptar la estrategia TAES para contrarrestar la resistencia a los medicamentos y a la
resistencia del SIDA /VIH.

» Desarrollar métodos de diagnésticos rapidos sencillos y de bajo costo o bien mejorar las
pruebas disponibles para el diagnéstico de la TB a fin de utilizarse en pafses con mayor
indice de TB reportado.

» Identificar al menos una vacuna contra la enfermedad la cual mediante estudios clinicos

permita la seguridad del individuo asi como su eficacia.
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» Busqueda de nuevos agentes anti-TB a partir de fuentes naturales y/o sintéticas que
coadyuven a los tratamientos ya existentes, que acorten el tiempo de tratamiento y que
permitan la disminucién de los efectos secundarios.

» Reforzar la Alianza Mundial “Alto a la TB” con objeto de aplicar eficazmente en todo el
mundo las estrategias de lucha contra la enfermedad que hayan resultado eficaces.

Existen dos objetivos a cumplir con el tratamiento de la TB; el social, que es aliviar el
sufrimiento humano, prevenir la invalidez o defuncién por TB y el epidemiolégico, que es cortar la

transmision de la TB entre la poblacion.

A nivel mundial, los casos de resistencia principalmente a dos de los firmacos mas importantes
(R y H) para tratar la TB va en aumento (Koga e¢f al., 2004). La TB-MFR ha provocado una serie
de consecuencias no solo para los pacientes sino también para los programas oficiales de control,
dando lugar al fracaso del tratamiento, costo elevado del mismo y transmision de la enfermedad,
ya que un paciente con enfermedad activa puede infectar de 10 a 15 personas por afio y cerca de
50% de estos casos pueden llegar a desarrollar la enfermedad (Granich ez 4/, 2000; Lall y Meyer,
1999).

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de TB-MFR son tratamientos inadecuados,
abandono del mismo, falta de apego al tratamiento recomendado por la OMS, coinfeccién con
VIH, acceso limitado a los sistemas oficiales de salud, malnutricién, hacinamiento asi como la baja
cobertura del programa TAES en paifses en donde la incidencia es muy alta, diabetes mellitus,
cancer, artritis reumatoide y los tratamientos prolongados con inmunosupresores (Amaya—Tapia ez

al., 2000; Garcia-Garcfa ez al., 2001).

En el caso de Latinoamérica, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) reporta que
algunos paises como Brasil, Colombia y Paraguay tienen una cobertura del TAES menor al 50% y
México presenta una cobertura arriba del 70% (OPS, 2004). Sin embargo, uno de los principales
objetivos planteados en el programa TAES era erradicar la enfermedad para el 2005, objetivo que
no se cumplié. La problematica en la cobertura del TAES en algunos paises, favorece la aparicion

y transmision de cepas MEFR.

Estudios sobre un proyecto Global de Vigilancia de Resistencia a medicamentos anti-TB para
55 paises realizado por la OMS demuestra que la cepas resistentes a algin fairmaco de primera
linea se da principalmente en paises en vias de desarrollo, esta resistencia primaria se da desde el

2% para la Republica Checa hasta un 41 % en la Repuablica Dominicana presentando una media

ANTECEDENTES
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del 10.4%. En el caso de FR adquirida se observa que varfa de un 5.3% en Nueva Zelanda a un
100% en Ivanovo Oblast, Rusia, con un valor promedio de 36%( Salazar—Lezama, 2003). Un
estudio realizado en los anos 1996 y 1999 en pacientes que fueron diagnosticados con TB en 58
regiones del mundo reportd que 54 y 48 de estos sitios, presentan FR en casos nuevos y en casos
con re-tratamiento respectivamente (Espinal e# @/, 2001). De acuerdo a lo anterior, la MFR se ha

catalogado como un problema emergente que constituye una creciente amenaza para el control de

la 'TB a nivel mundial (Koga ez a/., 2004).

Estudios realizados en 1997 reportan que Baja California presenté 6.5% de resistencia a
farmacos de primera linea (R y H, principalmente), Oaxaca el 10% y Sinaloa el 6.7% en un total de
614 casos, dando como resultado un promedio de TB-MFR de 2% en casos nuevos, por lo que es
importante realizar un revision en otros estados para tener una idea real del problema a nivel
nacional (Espinal, 2001; Granich ez a/, 2000). En este mismo afio Sifuentes-Osornio (2003)
reportd que en zonas rurales, suburbanas y urbanas de los estados de Puebla, Veracruz, estados del
Pacifico como Baja California, Sinaloa y Oaxaca, los casos de TB con resistencia primaria y
secundaria van en aumento, lo que demanda una mayor atenciéon por parte de las autoridades
sanitarias y una modificacion a la norma oficial mexicana para la prevencién y control de la TB.
Asimismo, se observo que México se encuentra entre los primeros diez pafses con problemas de
MFR junto con Pert, Bolivia y Sierra Leona de un estudio realizado en 35 paises (Sifuentes-
Osornio et al., 2003).

En nuestro pafs existe un reporte del Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiologia INDRE) realizado en el periodo de 1989-1993, el cual indica que de un total de
1636 cepas de M. tuberculosis, el 8.2% muestra resistencia primaria, el 63% resistencia secundaria; de
estas cepas, el 27% resulto resistente a un farmaco, el 31.2% a dos farmacos y mas del 30% a tres o

mas farmacos anti-TB (Said e a/, 2000).

La limitada implementacion del programa TAES, siendo en algunos paises en vias de desarrollo
tan solo del 30 6 40%, trac como consecuencia la permanencia de la enfermedad y ademas la
apariciéon y transmisiéon de casos de TB-MFR que son dificiles de tratar con los esquemas
establecidos, aunado al elevado costo de los tratamientos.

En un estudio realizado en México por el INDRE durante de 1990 a 1993, indic6 que de 232
casos de TB, el 62.5 % fue resistente a H, el 60.3 % a R, el 37.1 % a Sy el 25.1% a E, el periodo
Enero 1993 a Febrero de 1999.

ANTECEDENTES
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VIII. ESTRATEGIA TAES-PLUS EN MEXICO.

En México, la TB-MFR se reconoce como un problema de salud publica, motivo por el
que se han incluido en el Programa estrategias especificas orientadas al diagnostico, tratamiento,
seguimiento y vigilancia epidemiolégica de estos casos. Este programa consiste en la
administraciéon de farmacos anti-TB de segunda linea de acuerdo a la resistencia presentada en el
pais o regién, sobre todo en pafses que presentan bajos o medianos recursos econémicos (Salazar—

Lezama, 2003).

En apoyo a estas medidas, se cre6 un apartado de TB-MFR en la Norma Oficial Mexicana
para la Prevencion y Control de la Tuberculosis en la Atencién Primaria a la Salud (NOM-006-
SSA2-1993), formandose Comités Estatales de Farmacoresistencia (COEFAR) en cada entidad
federativa, se constituyé el Grupo Nacional de Asesorfa en Farmacoresistencia (GANAFAR)
integrado por médicos de las principales instituciones de salud del pais con amplia experiencia en
el diagnostico y tratamiento de TB. Ademas, se estableci6 el programa anual de capacitacion y
actualizacion en TB-FR dirigido a personal de salud (enfermeras, médicos y quimicos) ubicados en
las 32 entidades federativas con el apoyo de OMS, OPS y UICTER; finalmente, se logré la
aprobacion de la OMS para iniciar en México un proyecto piloto denominado "TAES-Plus", al
cual ingresaran pacientes con TB-MFR ubicados en 5 entidades federativas con mayor incidencia

de estos casos (NOM-006-SSA2-1993).

Se considera un caso probable de TB-FR cuando:
& El paciente haya abandonado el tratamiento primario acortado con farmacos de
primera linea en una o mas ocasiones.
& El paciente después del cuarto mes de un tratamiento supervisado con farmacos anti-
TB de primera linea presenta baciloscopia positiva.
& El paciente haya sido multitratado por fracaso o recaida a tratamientos previos.
& El paciente haya tenido contacto estrecho con un paciente con TB-MFR, y presenta

signos y sintomas sugestivos de TB pulmonar o extrapulmonar.

Se confirma TB-MFR al paciente que haya demuestrado por aislamiento microbiologico la
presencia de bacterias resistentes a H y R simultaneamente y otros farmacos. La confirmacion de
una cepa de M. tuberculosis MFR se lleva a cabo mediante el cultivo de fluidos biolégicos o

secreciones de 6rganos de pacientes.
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Antes de prescribir un tratamiento con farmacos de segunda linea se debe verificar que:

1.
2.

El caso ha sido evaluado por el COEFAR.

Hay disponibilidad de los farmacos anti-TB para todo el periodo de tratamiento por la
institucién responsable, y establecer una carta compromiso informando del tratamiento.

El enfermo debe conocer las caracteristicas del tratamiento farmacolégico y el riesgo de
interrumpitlo.

El personal de salud debe estar debidamente capacitado en la estrategia TAES y debe
garantizar la supervision directa del tratamiento.

Los pacientes con adiccién a alcohol y otras sustancias, ingresaran a tratamiento siempre y
cuando se encuentren en un programa de rehabilitacion.

El paciente contara con una residencia fija durante el tratamiento.

El retratamiento estandarizado ideal para pacientes con TB-MFR es con Ofloxacina,

Protionamida, Pirazinamida y Capreomicina; se divide en dos fases: una intensiva de 90 dosis

(por 3 meses) y otra de sostén de 450 dosis (por 15 meses) como se muestra en la Tabla 3

(NOM 006-SSA2-1993).

Tabla 3.Retratamiento estandarizado para casos de TB-MFR

Fase intensiva Fase de sostén
(90 dosis) (450 dosis)
| Medicamentos | Dosis/dia
| Capreomicina | lg |
| Protionamida | 750 mg | 750 mg
| Ofloxacina | 800 mg | 800 mg
| Pirazinamida | 1500 mg | 1500 mg

Nota: En personas que pesen menos de 50 kg las dosis seran por kilogramo de peso.

En caso de no reunir todos los farmacos que componen el esquema anterior se debe iniciar el

siguiente esquema: Ciprofloxacina, Protionamida, Pirazinamida y Kanamicina, el tratamiento debe

administrarse por lo menos durante 18 meses, como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4.Retratamiento estandarizado alternativo para TB-MFR

Fase intensiva Fase de sostén
(90 dosis) (450 dosis)
| Medicamentos | Dosis/dia
| Kanamicina | lg |
| Protionamida | 750 mg | 750 mg
| Ofloxacina | lg | lg
| Pirazinamida | 15¢ | 15¢g

Nota: En personas que pesen menos de 50 kg las dosis seran por kilogramo de peso

El retratamiento individualizado se debe indicar en casos de TB-MFR multitratado o con
fracaso a un esquema de retratamiento estandarizado, fundamentado con el resultado del estudio
de farmaco susceptibilidad. La recomendacién para la combinacién y dosificacion de estos
farmacos sera definido por el Centro Nacional de Referencia para TB-MFR del Instituto Nacional

de Enfermedades Respiratorias (INER).

IX. EPIDEMIOLOGIA
Después del VIH/SIDA, la TB es la segunda enfermedad infectocontagiosa que causa el mayor

numero de muertes en el mundo (Frieden ez a/, 2003). La OMS informa que a nivel mundial un
tercio de la poblacién se encuentra infectada por M. tuberculosis; cada afo se estima una incidencia

de mas de 10 millones de casos nuevos y 3.5 millones de defunciones por TB.

En México, la tasa de incidencia varia de acuerdo a los diferentes estados, entre 4.2 y 37
casos por cada 100,000 hab en 1999 (SSA, 2004). En 1997, se reportaron 23,575 casos con un
promedio de 25 casos/100000 hab. Los estados con mayor numero de caso son Baja California,
Oaxaca y Sinaloa (Granich e @/, 2001). Otros reportes indican que Veracruz es una de las
entidades con mayor nimero de casos, tan solo para el afio 1993 se reportan 300 muertes por TB

(Amaya—Tapia ez al., 2000; Garcia-Garcia ez al., 2001).

La Direccion General de Vigilancia Epidemiolégica de la SSA (DGE, 2003, 2004, 2005)
reportd para los afios 2003 y 2004 un total de 15,132 y 14,652 respectivamente y para la semana
45 del 2005 se registraron 13,313 ¢TB en toda la Republica Mexicana. En la Tabla 5 se muestran

los estados con mayor incidencia de TBp.
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Tabla 5. Estados con mayor indice de TBp

| Entidad [ Afo 2003 | Afo 2004 | Afo 2005
| Baja California [ 1026 | 1187 | 1072
| Chiapas [ 1245 | 1076 | 1098
| Chihuahua [ 352 | 420 | 379
| Coahuila [ 384 | 320 | 369
| Distrito Federal [ 564 | 447 | 424
| Guerrero [ 1143 | 773 | 843
| Jalisco | 491 | 466 | 422
| México [ 602 | 536 | 475
| Nuevo Leén | 697 | 953 | 740
| Oaxaca [ 656 | 558 | 553
| Sonora | 290 | 499 | 610
| Tamaulipas | 722 | 746 | 681
| Veracruz | 1730 | 1737 | 1583

De acuerdo a los datos reportados por la DGE 1a TBp es la mas significativa y el 95%
de los casos afecta a personas en edad econémicamente activa (26-40 afos), trayendo como
consecuencia carga econdomica para las familias y la sociedad (DGE, 2001-2005).

En México, la TB es la tercera causa de muerte después de neumonia e infecciones
intestinales, pero ocupa el primer lugar en mortalidad causada por un solo agente infeccioso,
provocando una pérdida anual de aproximadamente 96,000 afios potenciales de vida (SSA, 2004).
LLa mortalidad ha descendido, y ya no se encuentra dentro de las 20 principales causas de muerte,

pero sigue siendo un problema serio de salud (Garcia-Garcia ef al., 2001).

Un estudio realizado del periodo de Marzo 1995 a Febrero 2000 en Cérdoba-Veracruz,
se reporta un total de 3679 casos de pacientes con tos de los cuales 490 (13%) correponden a
pacientes con TBp, 323 (74%) de 436 pacientes se reportaron como casos nuevos y 109 (28%) se

trataba de casos con retratamieno (De Riemer ¢7 al., 2005).

Para el afio 2002 en México se registraron 15,432 casos de TBp, de los cuales 80% fueron
confirmados por laboratorio; se estudiaron 4.2 contactos en promedio por caso en el pais. Por ello,
el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de la Secretaria de Salud (SSA), a través del
Programa de TB, coordina y norma las acciones que deben realizar las distintas instituciones del

sector salud (IMSS, ISSSTE, PEMEX, SEDENA, SEMAR, DIF, INI) en las 32 entidades

federativas. Dichas acciones estan enfocadas a asegurar la atencion médica con diagnéstico y

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 19



ANTECEDENTES

tratamiento supervisado a los pacientes de manera gratuita, asi como fortalecer la vigilancia
epidemioldgica y la promocion de la salud a la comunidad general, todas ellas orientadas a cumplir

el objetivo del programa: reducir la transmision de la enfermedad (NOM-006 SSA2-1993).

La TB en el mundo es la segunda causa de muerte después del SIDA, poco mas de 2
millones de personas mueren cada afio (Ruxin ez a/, 2005; Bates et al., 2004; WHO, 2004). Se
estima que en el 2004 se presentaron de 8-9 millones de casos nuevos de TB, un aumento
considerable en comparacion con el afio de 1997 en donde se report6 un total de 7.96 millones de
cTB incluidos 3.52 millones casos de TBp (Dye ¢z a/, 1999; Ruxin e al., 2005; Bates ez al., 2004).

La carga global de la TB sigue siendo una enorme preocupacion, principalmente por el
escaso control de esta enfermedad en el sureste de Asia, sub-Sahara Africa y Europa Oriental,
debido a altos indices de M. tuberculosis, la alta pobreza en algunos paises, la edad a la que se
presenta la enfermedad (15-59 afios) y la coinfecciéon con VIH en algunos paises africanos (Dye ez

al., 1999), en los cuales actualmente se reportan mas de 10 millones de personas coinfectadas con

TB y SIDA (Bates et al., 2004; Chaisson e al., 1989).

Se estima que a nivel mundial en el periodo del 2000-2020, cerca de mil millones de
personas contraeran la enfermedad, 200 millones enfermaran a causa de TB que a su vez cobrara

cerca de 35 millones de vidas (OPS, 2004; Baez-Saldafia e a/., 2003).

X. IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS MEDICINALES

El uso de las plantas medicinales se remonta a los inicios de la civilizacion humana, grandes
culturas como China, Hindu, Griega, Nor-Africana, Azteca cuentan con evidencias sobre el uso de
este recurso para aliviar diversos problemas de salud que se transmite en forma oral del
conocimiento, impreso o computarizado (Phillipson ez a/, 2001; Eloff, 1998). Por ejemplo, la
cultura Griega clasificé algunas especies vegetales y aporté ideas sobre su clasificaciéon botanica;
ademas Teofrastus es considerado el padre de la botanica.

Las plantas medicinales representan una de las fuentes naturales mas importantes de
compuestos con diversas actividades farmacolégicas; por otro lado, y debido al auge que ha tenido
el uso de este recuso natural en la actualidad, la OMS estima que el 80% de la poblacién en Africa,

el 48% en Australia, el 70% en Canada, el 42% en Estados Unidos (EU), el 38% en Bélgica y un
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75 % en Francia utilizan las plantas medicinales para solucionar sus principales necesidades de
salud (OMS, 2002).

Otro dato interesante es que en los paises en vias de desarrollo el gran uso de la medicina
tradicional se debe al facil acceso y disposicion. Por ejemplo, en Uganda la proporcién de médicos
tradicionales frente a la poblacion es de 1:200 dato que contrasta con los médicos alopatas donde
la relacion es de 1:20,000 y cuya distribucion es desigual ya que la mayor parte de los médicos
alopatas se encuentran en zonas urbanas y por lo tanto es dificil que las poblaciones rurales tengan
acceso a los sistemas oficiales de salud (OMS, 2002), dato no muy lejano a la realidad en México.

Por otro lado, todos los pueblos del mundo tienen y hacen uso de las plantas medicinales

para tratar una gran diversidad de enfermedades (Argueta ez al., 1994).

Como resultado de los modernos procedimientos de aislamiento e identificacién y de
experimentacion farmacoldgica, se han encontrado nuevas sustancias de origen vegetal con
importante actividad bioldgica, empleandose ahora mas como sustancias purificadas que en
antiguas preparaciones galénicas. La utilizaciéon de compuestos naturales aislados incluyendo
farmacos sintéticos no carece de limitaciones pero en afios recientes se ha incrementado el interés
por el uso de agentes fitoterapéuticos estrechamente relacionados con los recursos vegetales

(Trease y Evans, 1991).

En el planeta existen un total de 250,000 especies de las cuales, cerca del 15% han sido
investigadas fitoquimicamente y solo al 6% se le ha explorado su potencial biolégico.

Actualmente no se dispone de los datos necesarios para precisar la difusion del uso de las
plantas, de los principios activos derivados de estas, en los sistemas de salud de los distintos paises
del mundo. Los farmacos derivados de plantas presentan mucha importancia en paises

desarrollados como por ejemplo Estados Unidos, Alemania y Japon.

En México, el uso de las plantas es amplio y se tiene registrado en el herbario IMSS
aproximadamente 5000 especies botanicas con propiedades medicinales, las cuales son utilizadas
por la poblaciéon en general para tratar diversos padecimientos. La enorme riqueza de la flora
medicinal en México se debe a la situaciéon geografica y a la diversidad de grupos étnicos (52
grupos). Actualmente, mas del 66% hace uso de este recurso natural y en los centros urbanos ha
surgido un reencuentro con la naturaleza lo que ha provocado que a los conocimientos de la
medicina moderna, se le agreguen los de la medicina tradicional para obtener diferentes modelos

terapéuticos.
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La investigacién realizada para la separacion, purificacion y  elucidacion de la estructura
quimica de un determinado metabolito secundario con una actividad biolégica requiere de una
colaboraciéon multidisciplinaria en donde participan farmacdlogos, quimicos, bioquimicos,
toxicologos entre otros expertos en la materia (Baladrin ez 4/, 1993).

La investigacién de los extractos de plantas y productos naturales para la actividad antimicrobiana
ha revelado el alto potencial de las plantas como fuente de nuevos agentes (Rojas ez al, 1992).

Antes de la segunda guerra mundial una gran cantidad de compuestos aislados de diferentes
especies vegetales se convirtieron en importantes compuestos terapéuticos; por ejemplo la
quinina aislada de la corteza de Cinchona, morfina y codeina del opio, digitoxina de las hojas de
Digitalis, atropina (derivada de (-)-hiosciamina) y hiocina de especies de Solaneceae (Phillipson,
2001). En la actualidad las plantas continuan siendo fuente importante de agentes
farmacolégicamente activos y como ejemplos podemos mencionar el taxol, la galantamina, la
galegina y arteeter (derivado de artemisinina) obtenidos de Taxws brevifolia, Galanthus woronowii

Galega officinalis, y Artemisia annua, respectivamente (Balunas y Kinghorna, 2005).

XI. LAS PLANTAS MEDICINALES COMO FUENTE DE AGENTES
ANTITUBERCULOSOS

Dado estos antecedentes es urgente desarrollar nuevas drogas para la reduccion de la carga
global de TB y el uso de productos naturales se ha colocado como prototipo probado para el
desarrollo de nuevos farmacos. Actualmente, se ha puesto mayor atencioén a dichos productos por
su alto contenido de compuestosmuchos de los cuales aun son desconocidos y pueden servir
como moléculas prototipo para el desarrollo de agentes anti-TB. Diversos investigadores se han
dado a la tarea de explorar no solo las plantas sino otros organismos naturales como hongos,
bacterias, organismos marinos, algas etc, con el fin de encontrar nuevos compuestos y/o
moléculas utiles en el tratamiento de la TB (Pauli ¢f 4/, 2005; Cantrell ez al, 2001; Lall y Meyer,

1999). De estos trabajos podemos citar algunos compuestos que se han sido aislados de diversas

plantas, presentando una importante actividad anti-TB (28ug/mL). Entre ellos se encuentran

diferentes metabolitos secundarios como: las quinonas, alcaloides, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenoides, etc. (Wiachter ez al., 1999; Cantrell et al., 2001; Newton, 2000; Okunade ef al., 2000,
Copp, 2003).
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En el extracto metandlico de Leucas volkenssi (arbusto de Kenia) se aislé el (E) fitol como
principal constituyente antimicobactetriano, con CMI de 2 pg/ml. (Copp, 2003; Cantrell ¢f al,
2001).

Del extracto CH,Cl,: MeOH (1:1) de Sapium haematospermun, planta nativa del sur de
América, presenta CMI de 25 ng/mL contra M. tuberculosis; algunos de los compuestos mas
activos de esta especie fue el lequeronol A y cicloartanol con CMI de 4 y 8 ng/ml,
respectivamente; estos compuestos fueron evaluados por el método MABA (Woldemichael ez a/,
2004).

Se describen también compuestos como el triterpeno ergosterol-5-8-endoperdxido aislado
de Ajuga remota con una CMI de 1 pg/ml; los diterpenos 12-dimetilmulticaulina, 12-
dimetilmultiortoquinona, multiortoquinona, 12-metil-5-dehidroacetilhorminona asilados de Sa/via
mnlticanlis presentando CMI de 0.46, 1.2, 2y 0.89 ug/mL respectivamente (Cantrell ¢z al., 2001).

Asi mismo, se describe que el extracto de diclorometano de Alpinia galanga que contiene

5% de acetato de acetilchavicol, presenta una CMI de 1 pg/mlL (Pauli ¢ al., 2005).

XII. ANTECEDENTES DE Thymus vulgaris

XII.1 Caracteristicas botanicas y distribucion

La planta pertenece a la familia Lamiaceae y es originaria de la cuenca mediterranea
occidental; es una especie cultivada en Europa central, este de Asia, India, y América del Norte
(Wang ez al., 1999) y fue introducida a nuestro Pais en la época de la colonia y se distribuye en la
mayor parte de la Republica Mexicana (Aguilar ef al., 1994; Argueta ef al., 1994). Es una de las
plantas medicinales mas conocidas y utilizadas; curiosamente en la antigua Grecia casi pasé
inadvertida, y al contrario de lo que ocurrié con el perejil, sus primeros usos fueron culinarios,
como hierba aromatica. Los romanos la introdujeron en el mundo occidental para combatir la tos,

pero hubo que esperar hasta el siglo XI para que se cultivara y popularizara en toda Europa.

La planta crece en climas templados desde los 1600 hasta 2600 msnm, esta asociada a bosques de
encino, de pino y mixto de pino-encino. Se encuentra como una mata de tallo tortuoso, lefioso
color blanquecino, rojizo o purpura, muy ramificado, de menos de 30 cm de altura, con
muchisimas hojas que se encuentran mas anchas que largas, afiladas, pequenas (de menos de 1 cm.
de longitud), estrechas, cubiertas de pelusilla, blanca por la parte inferior de las hojas de color

verde oscuro. Sobre su diminuta superficie, se abren poros por los que se expone la esencia.
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La flor, blanca o rosada, con caliz, con dos expansiones en forma de labios de distinto
tamafio (caracteristica que da nombre a la familia: Labiadas, Figura 1). Popularmente se conoce

como tremoncilla, tremoncillo y tomillo (Font-Quer, 1961).

XII.2 ETNOBOTANICA

La forma mas adecuada de aprovechar sus virtudes es la infusiéon: dos o tres ramitas por
taza de agua después de las comidas ejercen una accién digestiva. Tomada en ayunas durante
varios dfas seguidos elimina los parasitos intestinales; también se utiliza como desinfectante para
heridas y en caso de conjuntivitis (Wang ez a/., 1999; Duke, 2002). Ademas, se utiliza para estimular
el sistema circulatorio y nervioso, reactiva la musculatura tras un esfuerzo, facilita la digestion y
favorece la eliminacion de orina (Kitajima e al., 2004a y 2004b; Duke, 2002).

El tomillo generalmente se emplea como condimento y posee propiedades medicinales que
son aprovechadas principalmente para curar la tos y afecciones respiratorias (catarro, gripe,
faringitis, tos irritativa, amigdalitis, bronquitis, asma, enfisema). Otro uso importante es en
tratamiento de afecciones digestivas (digestiones lentas, gastritis cronicas, meteorismo, espasmos
gastrointestinales, parasitosis, colitis, inapetencia; astenia, convalecencia; cistitis, uretritis,
pielonefritis, dispepsia, colicos, disenterfa (Wang e al., 1999; Kitajima ez al., 2004a y 2004b; Duke,
1985 y 2002; Essawi y Srour, 2000).

En la farmacopea alemana y britanica se describe como estomaquico, carminativo,
diurético, desinfectante de las vias urinarias y vermifugo (Kitajima ef a/, 2004a y 2004b; Duke,
1985 y 2002). También tiene uso externo, para curar dermatitis, forunculos, infecciones cutaneas,
dermatomicosis, vaginitis, otitis, rinitis, sinusitis, dolores reumaticos, estomatitis, dolores dentales,

alopecia, tlceras, contusiones, esguinces, hematomas, quemaduras, ademas es utilizado como
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sedante, antiséptico, antihelmintico, antipirético, fungicida. Se emplea también para el control de
la menstruacion, en la higiene oral o como insecticida, también presenta actividad antimutagénica

(Wang et al., 1999; Kitajima ez al., 2004; Chorianopoulos ez al., 2004; Ismaili et al., 2004;
Duke, 1985 y 2002; Bhaskara-Reddy ¢# a/., 1998; Aydin ez al., 2005; Nickavar ez al., 2005).

Se debe tener precaucion con la esencia: puede dar lugar a reacciones alérgicas, sobre todo
en nifios y, a dosis elevadas, se presentan convulsiones. El timol, a dosis elevadas, puede causar
toxicidad hepatica, problemas cardiacos, convulsiones, nauseas, vomitos, hiperemia, inflamacién

severa (Duke, 1985 y 2002).

XII1.3 QUIMICA

Los principios activos y mayoritarios de T. wulgaris son el timol y el carvacrol (Fig. 2)
presentes en el aceite esencial y en el extracto poco polar (Kitajima ez a/., 2004a y 2004b). Algunos
reportes indican que el aceite esencial de las hojas contiene del 30 al 70% de timol y del 3 al 15%
de carvacrol y otros monoterpenoides como metilcarvacrol, p-cimeno, o-cimeno, O.-terpineno, 4-
tujanol a-y B felnadreno, B-catiofileno limoneno, o y y-terpineol, o y y-terpineno, o y B-pineno,
terpinen-4-ol, 3,6,6-trimetilbiciclo(3,1,1)-hepta-2-ene, 1,8-cineol, d-carineno, canfeno, car-3-ene,
car-4-ene-carvacrol, cineol, alcohol puminilico, geraniol, linalol, mirceno, borneol, acetato de
bornilo entre otros (Kitajima ez /., 2004a y 2004b; Duke, 1985; Giordani, 2004; Diaz-Maroto ez
al., 2005; Bhaskara-Reddy ez a/, 1998). En las ramas se ha reportado la presencia de los
monoterpenos carvacrol y timol, y su derivado 8-dimetilado; algunos compuestos fenélicos como:
acido caféico, acido p-cumarico, ac. clorogénico, ac. litospérmico, ac. rosmarinico, acido oleico, y
los acido palmitico, nicotinico y linoleico; los aminoacidos como cistina, valina, glicina, isoleucina.
Contiene 4cidos tales como 4c. hexadecandico, ac octadecandico ac. eicosandico, ac. 9,12-
octadecadiendico, ac. 9-octadecandico (Argueta ez al, 1994).

En las hojas se ha detectado 3,3", 4,4 -tetrahidroxi-5,5"-diisopropil-2,2°-dimetil-bifenil y 4
derivados de este compuesto.

Ademas, en la especie se describen los sequiterpenos B-cadineno, PB-cariofileno, ludesmol,
acetol (Argueta ef al, 1994). Otros metabolitos descritos para la especie son flavonas como:
apigenina, luteolina, 6-hidroxiluteolina, 7-3-glucésido-luteolina, narigenina, cirsilineo) y su derivado
metoxilado, 5,4’-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona; 6,7-dimetilcartamidina, sakuranetina o 7-
metilnaringenina, eridictiol, dihidrocamperol o aromadendrina, dihidroquercetina o taxifolina,

dihidroxantomicrol, 5-desmetilsinensetina, 7-metilsudaquitina, cirsimaritina, salvigenina, timusina,

Estudio quimico-biodirigido de Thymus vulgaris 25



ANTECEDENTES
xantomicrol, gardenina, sideritoflavona, 5-desmetilnobiletina, apigenina, 7-metilapigenina, 7,4-
dimetilapigenina y quercetina (Brunentong, 2000; Van den Broucke ez al, 1982). Del extracto
butanodlico se aislaron cuatro glicosidos de acetofenonas: 4-O-[5-O-(3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzoil)-B-D-apiofuranosil]-(1—2)-B-D-glucopirandsido 4-hidroxiacetofenona, 4-O-[5-O-
(4-hidroxibenzoil)-B-D-apiofuranosil]-(1—=2)-B-D- glucopiranésido 4-hidroxiacetofenona, piceina,
androsina (Wang ef al., 1999).

Recientemente, se ha descrito que el extracto metandlico de las partes aéreas de T.
satureioides y Thymus broussonettii contiene acido oleandlico y acido ursolico en un porcentaje de 1.5%

(Ismaili ¢f al,, 2002 y 2004; Duke ,1985).

XI1.4 FARMACOLOGIA

Diversos reportes describen que el aceite esencial de T. wulgaris tiene actividad antibacteriana
contra Bacillus subtilis, Escherichiae coli, Klebsiella pnenmoniae, Micrococcus  flavus, Proteus  vulgris,
Staphylococcus aerus, S. epidermidis, Psendomonas aeruginosa y Streptococcus faecalis, y antifungica contra
Aspergillus - flavus, A. fumigatus, A. niger, Candida albicans, C. guilliermondi, C. krusei, C hpolytica, C.
tropicales y Rhbodotorula rubra (Hersch-Martinez ef al., 2005; Argueta et al., 1994; Essawi y Srour, 2000)
y el extracto acuoso presenta actividad antitrombética (Yamamoto ef al, 2005). Asi mismo el
extracto etandlico de las ramas fue activo contra B. subtilis, a una concentracion de 500 pg/mL
inhibe el crecimiento de S. aerens, a 100 pg/mL inhibe el crecimiento de V. Parabaemolyticus; el
extracto etandlico-acuoso resultd activo contra Candida albicans. Ademais, el extracto acuoso
presenta actividad contra los virus del herpes tipo 2 de la influenza A2, polivirus II y de la viruela
(Argueta et al., 1994; Bhaskara-Reddy ez al., 1998). Otro estudio realizado en la especie reporta que
el extracto acetonico y acuoso de las partes aéreas inhiben el crecimiento de M. fuberculosis H37Rv
con CMI = 500 y 5000 pg/mL (Lall y Meyer, 1999) y en una evaluaciéon preliminar de los
extractos hexanico y metanodlico se encontré que ambos extractos inhiben el crecimiento de M.
tuberculosis H3TRv a la concentracion de 50 pg/mlL. También se ha descrito que el aceite esencial
presenta actividad insecticida, antioxidante, antimicrobiana, antifingica y como conservador de
alimentos (Bhaskara- Reddy ez 4/, 1998). Otros datos indican que el extracto metandlico presenta
un buena actividad antipropulsiva con valores de 70.2-76.9 % de inhibicién en los casos de diarrea
inducida con goma acacia y carbén activado (50 mg y 20 mg/mlL de agua) (Lugo, 2005).

Los principios activos y mayoritarios de T. vu/garis son el timol y el carvacrol (Fig. 2) presente tanto
en el aceite esencial y en el extracto poco polar (Kitajima e al, 2004a y 2004b). El timol tiene

propiedades; antimicrobianas, antioxidantes (Salehi ez 4/, 2005; Shin y Kim, 2005; Bagamboula ez
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al., 2004; Trombetta ez al., 2005; Agbor et al., 2005; Proestos et al., 2005; Bhaskara-Reddy ez al.,

1998; Giordani ez al., 2004), antiinflamatorias (Marsik e a/., 2005), antiespasmodicas (combate los
espamos) y vermifugas (elimina los gusanos del tracto digestivo). El carvacrol presenta importante
efecto antimicrobiano (Yanishlieva ez a/, 1999; Trombetta ez al, 2005; Bagamboula ez al., 2004;
Lugo, 2005). Los monoterpenos carvacrol, timol, p-cimeno, o-pineno son los responsables del
efecto repelente contra Culex pipiens (Park et al., 2005).

Los monoterpenos mayoritarios presentan actividad antibacteriana cuya CMI es de 0.015 a
0.03% para el carvacrol y de 0.03 a 0.06% para el timol contra S. aereus y S. dermatitis,
respectivamente. El timol muestra un CMI de 5 mg/mL para E.co/i ATCC15221 (Nostro e al.,
2004; Trombetta ¢ al., 2005; Bagamboula e# al., 2004). La mezcla de timol/catvacrol incrementa la

actividad enzimatica para el metabolismo de xenobiéticos (Sasaki e al., 2005).

RY

R? R’ b
R" Timol H OH
Carvacrol OH H

Figura 2. Timol/Catvacrol principios activos de T. vulgaris

En relaciéon con las propiedades farmacoldgicas de los extractos y de los metabolitos
secundarios de T. vugaris, se ha descrito que tanto el timol como el aceite esencial forman parte
de una gran cantidad de preparaciones farmacéuticas y alimentarias que incluyen jarabes para el
tratamiento de desordenes respiratorios, pomadas antisépticas y como agentes saborizantes
(Hudaib et al., 2002; Bhaskara-Reddy ez al., 1998).

En el caso del timol y carvacrol se ha descrito importante actividad como antioxidante ante
diferentes sistemas de lipidos (triacilgliceroles y aceite de girasol), antimicrobiano (Yanishlieva ez .,
1999; Gerbach et al, 2001; Nostro ez al., 2004; Chorianopoulos ¢t al., 2004; Bagamboula e al.,
2004).

EL timol inhibe el crecimiento de Candida albicans (Giordani et al., 2004), de A. parasiticus
(CMI= 500 pg/mL) y de Aspergillus flavus y A. versicolor (CMI = 0.4 pg/mlL) (Bhaskara-Reddy ez a/.,
1998). Tanto el timol como el carvacrol protegen del dano al DNA de linfocitos humanos,

inducido por la amina heterociclica I1Q y la mitomicina C (Aydin e# a/., 2005).
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Ademas, se ha descrito que otros compuestos aislados del extracto hexanico de T. vulgaris como el
eugenol, timol, carvacrol y 4-alilfenol presentan mejor actividad antioxidante respecto a los
comercialmente disponibles como el a-tocoferol y el hidroxitolueno butilado (Lee ez al., 2005).
Respecto a la actividad biologica de otros metabolitos secundarios aislados de T. vulgaris como los
polifenoles o flavonas se describe el efecto antiinflamatorio, antidiarreico, antialérgico, antiviral,
citotoéxico, antihelimintico, hepatoprotector, vasodilatador y antioxidante (Wang e# al, 1999;
Proestos ¢ al., 2005).

En el caso del acido ursdlico y acido oleandlico aislados de Thymus broussonettii y T.
satureioides se describe el efecto antiinflamatorio y su mecanismo de accion (Ismaili ef a/, 2002 y
2004); también se ha descrito la actividad antimicobacteriana contra M. fuberculosis H37Rv. El acido
ursolico muestra una CMI = 15 pg/ml 6 32 uM y el 4cido oleandlico una CMI = 30 pg/ml. 6 64
uM (Cantrell ez al., 2001; Gu ez al., 2004; Wachter ez al., 1999).

Otras actividades bioldgicas que se describen para estos 4dcidos triterpénicos son actividad
antiinflamatoria zz vitro (Liu, 1995; Deepak y Handa, 2000; Diaz ef a/., 2000; Ismaili ez al, 2001 y
2004; Shin ez al., 2004; Ovesna et al., 2004; Fu ez al., 2005; Kang ez al., 2005; Miceli et al., 2005;),
inhibidor selectivo de COX-2 con una CI;, = 130 uM y una relacion COX-2/COX-1 de 0.6 pM
(Ringbom et al., 1998), antimicrobiana (Gua ef al., 2004; Isobe e al., 1989), citotoxica (Rios ez al.,
2001; Tapondjou e al., 2002; Baglin ez al., 2003; Li ez al., 2002; Chang e al., 2004), hepatoprotector,
inhiben la iniciacién y promocién de tumores, antihiperlipidémico, antiulcerogénico,

hipoglicémico, anticariogénico (Liu, 1995; Ovesna et al., 2004; Kang ez al., 2005).
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&« HIPOTESIS

Los diversos usos en la medicina tradicional y el efecto antimicobacteriano mostrado por
los extractos metandlico y hexanico de T. wulgaris, indican que ambos extractos contienen
metabolitos secundarios capaces de inhibir el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, los cuales
pueden ser aislados mediante fraccionamiento quimico biodirigido e identificados por analisis de

sus datos espectroscopicos.
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% OBJETIVOS

Obtener los principios antimiocbacterianos de los extractos hexanico y metanolico de
Thynus vulgaris y establecer la posible toxicidad; asi como determinar la DL;, en ratones y la CL,

en larvas de Artemia salina.

% OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar el estudio fitoquimico biodirigido del extracto activo de Thymus wvulgaris,
monitoreando la actividad mediante el método colorimetrico del Alamar azul (MABA).
2. Determinar la toxicidad aguda del extracto mediante el método de Lorke.

3. Determinar la toxicidad de los extractos contra larvas de _Artemia salina.
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I. SELECCION Y COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL

La especie medicinal Thymus vulgaris se seleccioné con base en el criterio etnobotanico
tomando en cuenta el uso en la medicina tradicional de México y los datos descritos en las fichas
de herbario IMSSM (Aguilar ez al., 1994; Argueta ef al., 1994). El material vegetal se colectd en el
estado de Oaxaca en Enero 2001 y un ejemplar de herbario se deposité en el herbario del IMSS
(Voucher 2117). La especie es muy utilizada en la medicina tradicional para tratar problemas de
vias respiratorias y gastrointestinales y en una evaluacion preliminar se encontré que los extractos
hexanico y metanolico de las partes aéreas inhibieron el crecimiento de M. tuberculosis H37TRv y M.

avium ala concentracion de 50 y 200 pg/mlL, respectivamente (datos no publicados).

II. PREPARACION DE EXTRACTOS

2 kg de material vegetal fresco (partes aéreas), se colectaron, el cual se seco a temperatura
ambiente y a la sombra. El material vegetal seco se fragmenté en un molino de cuchillas (Tor-Rey)
y a partir de este material se procedié a preparar por separado los extractos hexanico (400 g) y
metanolico (600 g) via maceracion por periodos de 48 hr c/u con el solvente correspondiente
(grado RA, Mallinckrodt). Cada extraccién se realizé por triplicado, transcurrido el tiempo de
maceracién los extractos se concentraron a presion reducida con ayuda de un rotaevaporador
(Buchi Water Bath) acoplado a una bomba de vacio (Buchi Vac V-513) y a un recirculador (ECO
20) a 40°C. El rendimiento de los mismos se determiné respecto al peso del material vegetal seco
inicial. Del extracto hexanico se obtuvo un rendimiento del 3.92 % (15.7 g) y del extracto
metanodlico se obtuvo un rendimiento del 5.95 % (35.7 g). Una vez obtenidos los extractos se
procedi6 a determinar la actividad antimicobacteriana zz vitro, la Cl, en larvas de Artemia salina y la

DL en ratones Balb/C. Postetiormente cada extracto se fraccioné mediante métodos quimicos.
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III. ENSAYOS BIOLOGICOS

III.A DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOBACTERIANA

1. A.7 Microorganismo de prueba:

Para la realizacion del ensayo se utilizaron las siguientes cepas de referencia: M. tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294), trece aislados clinicos de M. #uberculosis MFR provenientes de pacientes
mexicanos con patrén de farmacoresistencia determinada (Tabla 6). El cultivo semilla de cada
micobacteria se hizo crecer a 37 °C en caldo Middlebrook 7TH9 (Becton Dickinson) enriquecido
con 0.2% de glicerol (Sigma) y 10% OADC —acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa- (Becton
Dickinson). ILa suspension bacteriana en fase de crecimiento logaritmico se ajusto al tubo No.1 del
nefelémetro de McFarland con medio de cultivo 7H9 estéril. De esta suspension se realizé una
dilucién 1:50 con el mismo medio para obtener finalmente una concentracion de micobacterias de
6 X 10° unidades formadoras de colonias (UFC/mL). De esta ultima solucién se toman 100 ul y se
adicionaron a los pozos de prueba.

Tabla 6. Patron de farmacoresistencia.

| Numero de Aislado b | Patrén de farmacoresistencia
MTYG611 S

I MTYG616 I H

| MTY652 | H

| MTY687 | H

| MTY650 | S, H

| MTY172 | H, PZA

| MTY559 | S,E

| MTY675 | S,H, E

| MTY112 | S,H,R,E

| MTY282 | S, H, E, PZA

| MTY234 | S, I, R, PZA

| MTY99 | S,H, R, E, PZA

| MTY663 | S,L R, E, PZA

a)  Aislados de pacientes mexicanos resistentes a: estreptomicina (S), isoniazida (H), rifampicina (R), etambutol (E), rifabutina
(RFB), etionamida (ETH), claritromicina (CLR), ofloxacina (OFX), pirazinamida (PZA).
b)  Resistencia determinada por el micrométodo colorimétrico de alamar azul.
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1. A.2. Preparacion de muestras a evaluar.
Los extractos, fracciones y compuestos puros, libres de solventes organicos, se
solubilizaron en DMSO, se prepararon soluciones stock de 4 mg/ml. Estas soluciones se

filtraron en condiciones estériles (filtro Acrodisc Syrenge filtres de 0.2 um), a partir de ellas se

realizaron las diluciones necesarias para tener concentraciones finales de 200 hasta 3.12 pg/mlL
para determinar las CMI's. Cada ensayo se realiz6 por triplicado bajo condiciones de estricta
esterilidad en campana de flujo laminar P3. Como control positivo se utilizé rifampicina (0.062
ug/mL). La concentracién final de DMSO fue de 2.5% o menor en todos los ensayos fue no

toxica para las micobacterias.

I1.A.3 Desarrollo del miicrométodo colorimeétrico de alamar azul (MABA).

Esta técnica se emplea para determinar la susceptibilidad o resistencia de cepas de
Mycobacterium a los agentes antifimicos de origen natural y/o sintético (Collins y Franzblau, 1997,
Wachter ez al., 1998; Jiménez-Arellanes e al., 2003; Mata ez al., 2004; Rivero-Cruz ef al., 2005). Es
una prueba rapida, sencilla, reproducible y de bajo costo, adecuada para determinar la actividad de
los extractos crudos, fracciones y compuestos puros, misma que se utiliz6 en la primera parte de
esta linea de investigacion (Jiménez-Arellanes ef al., 2003 y 2005). El ensayo biolégico se realiz6 en
microplacas estériles de 96 pozos con tapa y de fondo plano. A los pozos de la orilla se les
adicion6 100 pLL de agua bidestilada, con la finalidad de mantener la humedad de la placa durante
el proceso de incubaciéon. Los 60 pozos restantes de la placa (10 hileras de 6 pozos cada una)
sitvieron para evaluar seis concentraciones de las muestras vegetales (100-3.12 pug/mlL) y los
controles. En cada caso, se incluyeron tres controles (uno de microorganismo, uno de disolvente
y el control positivo: rifampicina). En cada pozo se colocaron 100 pl. de medio Middlebrook
7H9, 100 pL de la muestra a evaluar (extracto, fracciones y/o compuestos puros), a pattit de este
pozo se realizan las diluciones seriadas, por ultimo se agregan 100 pL. de la suspension bacteriana
(6x10° UFC/mL). Una vez inoculadas las placas, se tapaon, sellaron e incubaron a 37° C durante
cinco dfas; después de este tiempo, se adiciond 20 pl. de tween-80 y 20 pul. de alamar azul
(indicador redox) al control sin extracto, prolongando la incubacién por 24 horas mas. Si el
crecimiento de la micobacteria es 6ptimo en este control, se observa un cambio de color, de azul
(estado oxidado) a rosa (estado reducido). Al observar este cambio de coloracion, se procede a la
adicién del alamar azul (20 pL) y del tween-80 (20 pL) al resto de los pozos, incluyendo el resto de
los controles, nuevamente las placas son reincubadas a 37°C durante 24 hrs. En forma similar, se

prepararon las muestras para la evaluacion de los extractos, fracciones y/o compuestos contra los
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aislados clinicos de M. fuberculosis. Transcurrido el tiempo de incubacién, de determina la CMI en

forma visual. Se consideran activos aquellos extractos, fracciones y compuesto puros cuya CMI

sea <100 pg/mL.

III.B DETERMINACION DE LA CONCENTRACION LETAL MEDIA (CL,)) EN
LARVAS DE Artemia salina

Para la realizaciéon de este ensayo, se prepard el medio salino artificial (Instant Ocean,
28g/L) con agua destilada. Los huevecillos del crusticeo A. salina se incubaron en el medio salino

por 48 horas, al término de este tiempo las larvas fueron utilizadas para el bioensayo.

Cada una de las muestras se evaluo a las concentraciones de 1000, 750, 500, 250, 100, 50 y
10 ppm (ug/mlL), para ello se preparo una solucién patréon de 10 mg de muestra por mlL de
CHCI,. De esta solucion se tomaron alicuotas de 500, 375, 250, 125, 50, 25 y 5 uLL y se adicionaron
a los viales de ensayo, cada concentracion se evalué por triplicado. Las muestras a evaluar se
dejaron al vacio y a temperatura ambiente con la finalidad de eliminar el disolvente. Una vez
evaporado este, se adicioné un mL de solucién salina y se trasfirieron 10 larvas por vial, por
ultimo se aforé cada vial a 5 mL con medio salino, para asi obtener las concentraciones antes

descritas.

Los viales se mantuvieron con iluminacion artificial durante 24 horas, transcurrido el
tiempo se procedio a contar el nimero de crustaceos sobrevivientes. Los limites de actividad: para
el extracto o fraccidén se consideran activos cuando la CL,, es menor a 1000 pg/ml. y pata
compuestos puros, la CL, debe ser menor a 200 pg/mL (Anderson ez al, 1991).

El céalculo de la CL;, se realiz6 usando el método de Reed-Muench, que consiste en
graficar el logaritmo de la concentracién (en el eje de las X) contra la acumulaciéon de larvas
muertas y sobrevivientes en el mismo eje (eje de las y). Al graficar los datos, las curvas se

sobreponen y el valor de la CL;; es el punto de intercepcion de las curvas (Wah, 1993).
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III.C DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA (DL,,) EN RATONES
Balb/C

Esta evaluacion se realizé empleando el método de Lorke (1983). Para ello se emplearon
ratones machos de la cepa Bab/C con peso promedio de 28 ¢ (de 5 a 6 semanas) en ayuno de 12
horas con acceso libre de agua y con fotoperiodo de 12 h luz por 12 h de oscuridad alimentados
en forma normal. Los animales fueron tratados segun la NOM-062-Z00-1999, en donde se
describe los requerimientos éticos para el uso de animales de experimentacion, aquellos animales
que sobrevivieron al periodo de experimentacién fueron sacrificados por intoxicaciéon con CO, e

incinerados en el bioterio del CMN Siglo XXT.

Se formaron grupos de tres animales y la administraciéon de la muestra a ensayar se realizo
por via intragastrica, en una sola administracién en un volumen no mayor de 300 pl. Los animales
que sobrevivieron después de 24 hr se mantuvieron en observaciéon durante 14 dias y transcurrido
el tiempo fueron sacrificados por dislocacion cervical y se observaron los érganos principales
(higado, tifién, pulmon, intestino y bazo). Como vehiculo se empled la mezcla de Tween 20/agua
(3:7). Las muestras a evaluar fueron los extractos hexanico y metandlico de T. vulgaris a las
concentraciones de 1000, 1600, 2900 y 5000 mg/Kg de peso. Al grupo control se le administro

unicamente el vehiculo. Los resultados se reportan como DL,

IV. FRACCIONAMIENTO QUIMICO DE Thymus vulgaris

IV.1 EXTRACTO HEXANICO

Una vez evaluados los extractos se procedié a realizar el fraccionamiento quimico-
biodirigido de aquellos que resultaron activos. Se inici6é con el fraccionamiento de 8 g de extracto
hexanico en cromatografia en columna fase normal (CC-FN) empacada con 175 g de silica gel
(Merck), empleando como fase mévil Hexano 100%, mezclas de Hex: CHCI;, CHCI;, mezclas de
CHClL;:MeOH y MeOH 100%. Mediante este proceso se obtuvieron 68 fracciones de 500 mL ¢/u,
las fracciones primarias fueron reunidas en 20 grupos de acuerdo a su perfil cromatografico en ccf.
Los sistemas de elusiéon empleados en el fraccionamiento, fracciones obtenidas y reunidas; asi
como el rendimiento y la clave final de estas de describen en la Tabla 7.

Las fracciones primarias fueron sometidas a evaluaciéon antimicobacteriana contra la cepas M.
tuberculosis H3TRv y contra aislados clinicos de M. fuberculosis MEFR. Las fracciones que resultaron

activas fueron objeto de un fraccionamiento secundario en CC-FN.
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Tabla 7. Fraccionamiento primario del extracto hexanico de 1. vulgaris.

Sistema de | Fracciones Clave final Peso de la *Rendimiento
elusion (%) | Obtenidas | Reunidas | | fraccion (mg) (%)
Hex (100) 1-12 [ F1 [ Tv1/1 | 0,3995 | 4,99
[ F2-4 [ Tvl/2 | 0,0168 | 0,21
[ F5-10 [ Tv1/3 | 0,0074 | 0,0925
| F1115 | Tvl/4 | 0,0258 | 0,3225
Hex:CHCl; 13-20 F16-20 | Tv1l/5 | 0,0136 | 0,17
(90:10)
Hex:CHCl; 2144 | F21 [ Tv1/6 | 0,0723 | 0,9
(80:20) [ F2225 | Tvi/7 | 0,1672 | 2,09
| F26-29 [ Tv1/8 | 0,2087 | 2,6
[ F30 [ Tv1/9 | 0,2379 | 2,97
[ F31-34 | Tv1/10 | 1,2026 | 15,03
[ F3539 | Tvl/11 | 1,0502 | 13,12
[ F40-44 | Tv1/12 | 0,084 | 1,05
Hex:CHCl 45-50 F45-49 Tvl/13 0,026 0,32
(70:30)
Hex:CHCl; 51-57 | F50-51 [ Tvl/14 | 0,0438 | 0,54
(50:50) [ P24 [ Tvi/i5 | 0,677 | 8,47
[ F55-56 | Tv1/16 | 1,0496 | 13,12
| F57-58 [ Tv1/17 | 0,8445 | 10,55
CHCI; 100 58-64 | F59-61 [ Tv1/18 | 0,4625 | 5,78
[ F62-64 | Tv1/19 | 0,2043 | 2,55
[ F65-68 | Tv1/20 | 0,191 | 2,38

* Rendimiento reportado respecto al extracto crudo

IV.1.1 FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DE LA FRACCION Tv10

Considerando los resultados de la actividad antimicobacteriana de las fracciones primarias,
se procedi6 a realizar el fraccionamiento secundario de la fraccion primaria activa Tv10 en CC-FN.
Para ello se sembraron 1.135 g de muestra en 40.503 g silica gel y de igual forma que en el
fraccionamiento anterior se utilizo como fase mévil Hex, CHCL;, MeOH y mezcla de estos en
grado creciente de polaridad.De este proceso se obtuvieron 58 fracciones de 50 mL c/u, las cuales
se agruparon en 18 grupos (10A-10Q) por su similitud en ccf. Los sistemas empleados vy el

rendimiento de este proceso se describen en la Tabla 8.
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Tabla 8.Fraccionamiento secundario de la fraccion activa Tv10

Sistema de | Fracciones Clave final Peso de la *Rendimiento
elusién (%) Obtenidas Reunidas ‘ fraccién (g) )
Hex (100) 152 |  F1-2 | 10° | 0.0502 | 452
I 10B | 0.0007 | 0.064
|  F6-8 | 10C | 0.002 | 0.1830
|  F9-12 | 10D | 0.0003 | 0.027
| F13-19 | 10E | 0.0004 | 00366
|  F2026 | 10D | 0.005 | 0.4575
| F27-28 | 10G | 0.1198 | 109627
|  F31-34 | 10H | 0.1355 | 208597
|  F35-37 | 10] | 0.2279 | 9.0684
|  F3840 | 10K | 0.0991 | 7.5219
|  F41-45 | 10L | 0.0822 | 9.5168
| F46 | 10M | 0.1040 | 3.0197
|  F47 | 10N | 0.0330 | 0.1372
| 4852 | 10N | 0.0015 | 0.2654
Hex: CHCl; 53-54 | F53-54 | 10° 0.0029 23334
(70:30)
CHCl; MeOH 5558 | F55 | 10P | 0.0255 | 3.5505
(50:30) | F56-58 | 10Q [ 0.0388 [ 05490

* Rendimiento reportado respecto al extracto crudo

En las fracciones secundarias 10G-10L (de consistencia aceitosa) se detectd la presencia de
compuestos mayoritarios, que al realizarle ccf en sistema de elusiéon Hex: CHCL, (1:1) y utilizando
como agente revelador H,SO, (aq) al 10%, se observé que correspondia a la mezcla de
timol/carvacrol presentando el mismo Rf que los estindares comerciales. Para corroborar la
presencia de ambos compuestos se realizé una ccf en forma bidimensional empleando como
sistema de elusiéon Tol: AcOEt (95:5) y como agente revelador H,SO, etandlico al 5% y Vainillina
etanodlica al 1% (Wagner ez al., 1984). Dado que se trataba de un mezcla de compuestos, se realizé
un proceso de cristalizacién en frio con par de disolventes (mezcla de Hex: MeOH 1:1), de donde
se obtuvieron cristales de color blanco con p.f. 47 °C que corresponde al timol (Reportado 49°C,
Merck & CO, 1989) y un aceite de color café, solubles en CHCl; y MeOH y poco solubles en
Hex. Una muestra de cristales y de aceite (residuo) se envié a andlisis de RMN-'H y CG-EM,

respectivamente.
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IV.1.2 FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DE LA FRACCION Tv8
De manera adicional se realizé el fraccionamiento secundario de Tv8 en CC-FN con la
finalidad de obtener el compuesto mayoritario presente en esta fraccion, para ello se sembraron
4.4 g en 26 g de silica. De este proceso se obtuvieron 13 grupos de fracciones (8a-8l), de diferente

grado de polaridad. Los resultados del fraccionamiento secundario se describen en la Tabla 9.

Tabla 9. Fraccionamiento secundario de la fracciéon primaria Tv8.

Sistema de Fracciones Clave final Peso de la *Rendimiento
Elusion (%) fraccion (%)
| Obtenidas | Reunidas
Hexano 100 1-7 | F1-5 | 8a | 0,0022 | 1,096
| F6-12 | 8b | 0,0041 | 1,95
Hex:CHCl3 8-30 | F13-15 | 8¢ | 0,0018 | 0,855
05:5) TG | 8d | 0,0034 | 1,62
| F17 | 8¢ | 0,007 | 3,33
| F18 | 8f | 0,0191 | 9,08
| F19 | 8f | 0,0126 | 5,99
| F20-22 | 8g | 0,0186 | 8,84
| F23-25 | 8h | 0,0336 | 15,98
| F26 | 8i | 0,0183 | 8,7
Hex:CHCl; 31-33 ‘ F27-31 ‘ 8 | 0,0414 | 19,69
(75:25)
Hex:CHCls 3436 | F32-35 | 8k | 0,0346 | 13,45
(50:50) [ 3637 | 81 | 0,0136 | 6,47

* Rendimiento reportado respecto al extracto crudo

En las fracciones secundarias 8i y 8j se detect6 la presencia de un compuesto mayoritario
que fue purificado mediante ccf de tipo preparativa; para ello se utilizaron tres placas de vidrio
recubiertas con gel silice con un espesor de 0.25 mm (silica gel F2;, Merck) y como sistema de
elusion una mezcla de Hex: CHCI, (8:2). El compuesto se desadsorbio con CHCL, y se envi6 a
analisis de CG-EM. El fraccionamiento del extracto hexanico (Tvl), asi como los compuestos
obtenidos en cada una de las fracciones se muestra en el diagrama 2. Finalmente cabe mencionar
que en las fracciones primarias Tvl/12-Tvl/15 se detecto la presencia de una mezcla que al
aparecer corresponde a la mezcla de acido ursélico y acido oleandlico pero en muy pequefias

cantidades.
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Extracto Hexanico (8 gr)

T. vulgaris
A
o N
F1 F2-F6 F9 F10 11 F12 ... F20
___-_—___-____—__—-
CC-FNy CC Fase
ccf preparativa normal
- N
FA.... .FG FH FI F] FK FL,.. FQ
Compuestos r\ J CompHestos
4-9 9-11

Recristlizacién y purificacion

|

Compuestos
1-3

Diagrama 1. Fraccionamiento primario del extracto hexanico de Thymus vulgaris

IV.2 EXTRACTO METANOLICO

Con la finalidad de comparar la composiciéon del extracto metandlico con el hexanico
(previamente estudiado), se realizé una ccf para conocer el perfil de los compuestos presentes en
este extracto; para ello se empledé como sistema de elusion CHCI; (100 %), y como agente
revelador H,SO, al 10% Mediante este proceso se pudo determinar a priori que el extracto
contenfa la mezcla de timol/carvacrol y otros compuestos mayoritatios que al parecer
corresponden a la mezcla de 4cido ursolico/acido oleandlico. Estos compuestos fueron detectados
por comparaciéon con estandares previamente aislados en otras especies medicinales investigadas
por nuestro grupo.

Con la finalidad de aislar los compuestos presentes en este extracto se realizé el fraccionamiento
primario de 20 g de extracto en CC-FN empacada con 384 g de silica gel 60, y como fase moévil se
utilizé Hex, CHCl;, MeOH y mezcla de ellos en grado de polaridad creciente. Mediante este
fraccionamiento se obtuvieron 34 grupos de fracciones que se reunieron de acuerdo a su pérfil
cromatografico en ccf. Los sistemas de elusiéon empleados, fracciones obtenidas; asi como el

rendimiento y la clave final de estas de describen en la siguiente Tabla 10.
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Tabla 10. Fraccionamiento primario del extracto metandlico de T. vulgaris.

Sistema de | Fracciones Clave final Peso de la *Rendimiento
clusion (%) Obtenidas | Reunidas | ‘ fraccion ()
Hexano 100 1-4 | 1 | Tvil/1 | 0,0235 | 0,1181
| 2-4 | TvIl/2 | 0,1161 | 0,0809
Hex:CHCl3 5-10 | 5-6 | Tvll/3 | 0,0097 | 0,0487
(90:10) I [ T/ | 0,0026 IE
| 10-11 | TvII/5 | 0,0036 | 0,0181
Hex:CHCls 11-15 | 12-13 | Tvil/6 | 0,6422 | 3,2273
(80:20) I TVIL/7 | 0.1946 | 0.9783
Hex:CHCl3 15-19 | 16-17 | TvIl/8 | 0,772 | 3,8813
(70:30) 19| TvIl/9 | 0.695 | 34942
Hex:CHCl3 20-24 | 20 | TvII/10 | 0,1315 | 0,6611
(60:40) [ 2122 [ /i | 0,0684 [ 03439
| 23-24 | TvII/12 | 0,1142 | 0,5742
Hex:CHCls 25-36 | 25-38 | TvII/13 | 0,3721 | 1,8708
(50:30) EE | 0,0364 | 0,183
| 31-33 | TvIl/15 | 0,0208 | 0,1046
| 34-35 | TvIl/16 | 0,0129 | 0,0649
CHCl3:Hex 37-47 | 36-38 | Tvil/17 | 0,0193 | 0,097
(60:40) [ 3041 [ TvII/I8 | 0,2063 [ 1o
| 4245 | TvII/19 | 0,0523 | 0,2629
CHCl3:Hex 48-50 46-49 TvIl/20 0,0337 0,1694
(75:25)
CHCl3:Hex 51-54 50-51 Tvll/21 0,0591 0,297
(90:10)
CHCl; 100% 55-62 | 5255 | TvIl/22 | 0,1015 | 0,5103
| 56-59 | TvIl/23 | 0,1582 | 0,7954
| 60-62 | Tvll/24 | 1,0935 | 5,4992
CHClx:MeOH 63-69 | 63 | TvIl/25 | 3,2885 | 16,5334
(90:10) [ 6465 [ T/ | 0,6832 | 3,4349
| 66 | TvIl/27 | 0,176 | 0,8849
| 67-69 | TvIl/28 | 0,5462 | 2,7461
CHCl:MeOH 70-71 | 70 | TvIl/29 | 2,1092 | 10,6043
(70:30) | 7 [ TvII/30 | 19691 | 9.8999
CHCl;:MeOH 72-73 | 72 | Tvll/31 | 2,6153 | 13,1488
(50:30) | 73 e | 21242 [ 106797
MeOH (100) 74-75 | 74 | TvIl/33 | 1,4633 | 7,3569
| 75 | Tvll/34 | 0,48 | 2,4329

Rendimiento reportado a partir del extracto crudo.
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Extracto MeOH
20g

A

. . Presencia de [B-sitosterol
Presencia de Timol/Carvacrol B

Presencias de acido ursélico/oleandlico

Diagrama 2. Fraccionamiento quimico del extracto metandlico de T. vulgaris.

En la fracciéon primaria TVII/13 se obtuvieron cantidades adicionales de la mezcla
timol/carvacrol que fueron purificados mediante proceso de recristalizacion por par de
disolventes. En las fracciones TVII/12 y TvII/13 se detecté la presencia de B-sitosterol al
realizarle ccf con una muestra de referencia. En las fracciones TVII/25-26 eluidas con una mezcla
de CHCl;: MeOH (9:1) se detecto la presencia de la mezcla de acidos triterpénicos (ac. ursélico/4c.
oleandlico). Estos triterpenos se separaron mediante un proceso de particiéon acido base y de
cristalizacién. Para ello se utilizé6 un gramo de la fraccion secundatia (TvII/25) que se lavé con
mezcla CHCL,/NaOH 10%, colocandose en agitacién con la finalidad de quitar la mayor parte de
las clorofilas. Una vez realizado esto, se separaron las fases; la fase acuosa se extrajo con éter
etilico [(Et),0] mediante agitacion y nuevamente se separaron las fases. La fase organica se deja en
reposo a temperatura ambiente hasta la formacion de un precipitado que se filtra a través de un
embudo de fibra de vidrio. El precipitado se recupera con CHCI, y es recristalizado en metanol
frio. La fase acuosa se sigue lavando con (Et),O hasta extraer todo el compuesto de interés. Cada
una de las fases se monitorea en ccf, con estandares empleando como sistema de elucion CHCl:
(Et),O (9:1) y utilizando como agente revelador H,SO, (aq) al 10%.

En fracciones de mayor polaridad (TvII/29 y TvII/30) se detecto la presencia de
flavonoides que al realizar ccf con estandares comerciales (camferol, catequina, epicatequina y
quercetina) se observé que no corresponde a ninguno de ellas. Por lo que estas fracciones seran

objeto de estudio posterior con la finalidad de aislar e identificar estos compuestos.
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& RESULTADOS Y DISCUSION

1. Actividad Biolégica e Identificacion de Compuestos Aislados

Los extractos hexanico y metanélico preparados via maceracion mostraron una CMI de 50
ug/ml contra M. tuberculosis H37Rv (Tabla 10) al evaluatlos por el método MABA. El
fraccionamiento quimico en CC-FN del extracto hexanico permitié obtener 20 grupos de
fracciones. Algunas de las fracciones primarias fueron evaluadas por el método MABA contra M.

tuberculosis H37Rv, los resultados de esta evaluacion se describen en la Tabla 11.

Cabe mencionar que como primer paso se realizd la evaluacién de las fracciones primarias
complejas y mayoritarias. Las que resultaron activas fueron de la Tvl/9 a Tvl/12 cuya CMI fue

100 pg/mlL, mientras que el resto de las fracciones resultaron inactivas (CMI >200 pg/mL).

Tabla 11. Resultados de la evaluaciéon antimicobacteriana de extractos y fracciones primarias del
extracto hexanico de T. vulgaris, y compuestos identificados en dichas fracciones.

[ Fraccion | CMI* (ug/ml) | Compuesto
[ Tvl | 50 |

[ Tv2 | 50 |

| Tvl/1-Tvl/4 | >200 |

[ Tv1/5 | >200 |

[ v /6 | —-ND---- |

[ Tv1/7 | >200 |

[ Tvl/8 | 50 | 49
[ vl /9 | 100 |

| Tv1/10 | 100 | 1-3
[ TvI /11 | 100 | 9-11
[ vl /12 | 100 |

[ TvI/13-7TvI/20 | >200 |

Tomando como control positivo Rifampicina 0.062pg/mL
*Concentracion Minima Inhibitoria contra M. tuberculosis H37Rv; ND: No determinado

La fraccion activa Tvl/10 (1.13 g) fue objeto de una CC-FN de donde se obtuvieron 18
grupos de fracciones secundarias (10A-10-Q) (ver tabla 7, secciéon de metodologia). Las fracciones
10 H y 10P presentaron compuestos mayoritarios por lo que se sometieron a evaluacién contra
M.tuberculosis H37TRv y contra trece aislados clinicos. La fraccion 10H result6 inactiva contra la

cepas de referencia (H37Rv) y contra ocho aislados clinicos, mostrando una CMI >100 pg/mL y
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presentd una moderada actividad contra cinco aislados clinicos (CMI de 100 pg/mL). La fraccion
secundaria 10P result6 inactiva contra la cepa de referencia y contra todos los aislados clinicos.

Los resultados se describen en la Tabla 12.

En las fracciones 10G a 10] incluyendo la fracciéon 10H (que fue evaluada) se detecto la presencia
de compuestos mayoritarios y que al realizarle ccf comparativa con estandares comerciales de
observo que presentaba el mismo Rf que el timol y carvacrol. Ademas estaban presentes

compuestos minoritarios que fueron aislados y purificados.

Tabla 12. Evaluacién antimicobacteriana de las fracciones secundarias de fraccion TvI/10 de T.

vulgaris

| Cepas | CMI(ug/mL)

| | Fraccion 10H | Fraccion 10P
| H37Rv | >100 | >100
| MTY611 | 100 | >100
| MTY616 | >100 | >100
| MTY652 | 100 [ >100
[ MTYG687 [ 100 [ >100
[ MTY172 [ >100 | >100
[ MTY559 [ >100 [ >100
[ MTY650 [ 100 | >100
[ MTY675 [ >100 [ >100
[ MTY282 [ >100 | >100
[ MTY234 [ >100 [ >100
| MTY112 | >100 | >100
[ MTY99 [ 100 [ >100
[ MTY663 [ >100 | >100

*Concentracion Minima Inhibitotia contra M. tuberculosis H37Rv y aislados clinicos MDR
de M. tuberculosis.

1.1 Identificacién de compuestos en la fraccion Tv10

La purificacion de los compuestos mayoritarios se realizé6 por un proceso de
recristalizaciéon por par de disolventes (hexano: metanol frio). La identificacién del timol y
carvacrol se realiz6 por comparaciéon con el Rf de estandares comerciales en ccf bidimensional
(Figura 3, revelando la placa con la mezcla de vainillina/etandlica (5%) y H,SO,/etandlico (1%) y
también por el analisis de los espectros de RMN-'H de cada compuesto. Para ello se trabajaron

448.1 mg de 10G-10] de los cuales se obtuvieron 68.6 mg de timol (1) con p.f. 47°C (Reportado
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49°C, Merck & CO), soluble en CHCL,;, (Et),O y MeOH y 50.7 mg de carvacrol (2), este

compuesto se obtuvo en forma de aceite de color café claro, soluble en cloroformo y metanol.

El espectro de RMN-'H de este compuesto presenta tres sefiales simples en & 1.24, &
122y 6226 que integra cada uno para 3 protones y fueron asignados a los dos metilos del gem
dimetilo y al metilo de tipo aromitico. En & 3.15 se observa un hepteto que fue asignado al
metino alifitico base del gem dimetilo, y las sefiales para metinos aromatico se observan en 6 6.55,

0 6.72 (dd) y 6 7.07 (Espectro 1) y cada sefial integra para un protén. Con estos datos se pudo

determinar que la estructura correspondia al timol (2) (Silverstein e al., 1981).

En la fraccion hexanica; residuo del proceso de recristalizacion, se observé la presencia de
compuestos minoritarios en ccf uno de ellos presentaba el mismo Rf que el timol, por lo que estas
muestras fueron enviadas un andlisis de CG-EM (cromatorgrama 1), en el cromatograma se
detect6 la presencia del carvacrol (2) con TR de 7.53 min y la mezcla E y Z-fitol (3a, 3b) con TR
de 17.07 y 17.32 min, respectivamente. Ademas, en el cromatograma se observa un compuesto
adicional con TR de 17.18 min y PM de 294 que corresponde al ester metilico del acido linoleico
(8a). La identificacion de estos compuestos se realizé6 por comparacion de su patron de
fragmentacién con lo descrito en la biblioteca Pub/Nist del especttémetro de masas; de manera
adicional la presencia de estos compuestos se detecté al realizar una ccf comparativa con el
estandar de fitol aislados de Aristolochia elegans (Ledn, 2005) y el estandar comercial de timol y
carvacrol.

Cabe menciaonar que la separacion de la mezcla de timol/carvacrol fue complicada debido
a la similitud estructural, en el caso de estre trabajo la separacion se realiz6 por proceso de
recristalizacién y la identificacién se determiné por andlisis de sus datos de RMN-'H y CG-EM,
ademas de su Rf en ccf al utilizar como agente ravelador la mezcla vainillina/etandlica (5%) y
H,SO,/etandlico (1%). En la caso del timol se obsetva un mancha de color rosa, con Rf de 0.55 y
el carvacrol presenta una mancha de color morado tenue, con el mismo valor de Rf. Este dato se

corrobord al utilizar estandares comerciales.

1.2. Identificacion de los compuestos en la fraccion Tv8

Al realizar el fraccionamiento secundario en CC-FN de la fracciéon primatria Tvl/8, se
obtuvieron 13 grupos de fracciones; en las fracciones secundarias 8h, 8i y 8j se observaba la
presencia de un compuesto mayoritario. Estas fracciones (60 mg) fueron objeto de ccf de tipo

preparativa utilizando tres placas preparativas de silica gel lograndose obtener 18.61 mg, los cuales
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fueron enviados a analisis de CG-EM (cromatograma 2). En el cromatograma se observa la
presencia del compuesto mayoritario que correspondié al a-amirina con PM de 440 y TR de 19.63
(4), ademas se observaron otros compuestos minoritarios que fueron identificados como
estigmasterol (5) cuyo TR 19.13 min y PM de 412, el 9-eicosino

(6) cuyo TR es de 14.48 min y PM de 280, acido hexadecanoico (7) con TR 11.58 min y PM de
256 y acido linoléico (8b) con TR 12.52 min y PM de 280 y el B-sitosterol (9) con TR 20.13 min

y PM de 414. En la Tabla 13 se muestran las estructuras de los compuestos detectados en la

fraccién Tvl/10 y Tv1/8.

Timol

Carvacrol

Figura 3. ccf de los compuestos mayoritarios de las fracciones 10H-10P con la mezcla: vainillina
etanolica/ H,SO, etandlico
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Tabla 13. Estuctura de los compuestos aislados en el extracto hexanico de Thymus vulgaris.

CHj; Hs Hs CHj;
H3CMM\OH

(E y Z) Fitol (3)

Hl@]
@]

oy

R’=H R”=OH TIMOL (1)
R’= OH R”=H CARVACROL (2)

HO Estigmasterol (5)

NN NN TN NN

9-eicosino (6)

WO
OH

Acido linoleico

HO
P F
B-sitosterol (9) H

Acido hexadecanoico (7)

/\/\/\/\/W\/\/\QO s
O

Ester metilico del acido linoleico (8b)

a-amirina (4)
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Al realizar ccf comparativa del extracto hexanico y metandlico se observé que presentaban
compuestos similares, por lo que se procedié a realizar una CC-FN; mediante este proceso de
obtuvieron 34 grupos de fracciones primarias de diferente grado de polaridad. En las fracciones
primarias TVII/6 a TVII/11 estd presente la mezcla de timol/catrvacrol (1-2) como compuestos
mayoritatios y, en TvII/12 y TvII/13 esti presente el P-sitosterol (9). La presencia de este
compuesto se detecté por comparacion del Rf con una muestra auténtica empleando como
sistema de elucién CHCI; 100%. Por ultimo, en las fracciones primarias TvII/25 a TvII/27 esta
presente la mezcla de acido ursélico(10) y acido oleandlico (11), estos compuestos se detectan por
comparacion en ccf con muestras auténticas empleando como sistema de elucion CHCl;: MeOH
(9:1). La mezcla de estos compuestos se separaron y purificaron mediante un proceso de particion
acido/base y por rectistalizacién, proceso que permitié obtener 60 mg de cristales en forma de
agujas de color crema, soluble en CHCl;, MeOH, (Et),O; 20 mg de esta mezcla se enviaron para
su analisis de RMN-'H. En el espectro se observan sefiales tipicas para triterpenos (Espectro 2).

Las estructuras de los compuestos detectados, acido ursélico/oleandlico se presentan en la Tabla

14.

Tabla 14. Estructuras de los 4acidos ursdlico/oleandlico

Acido ursélico (10)
HO

Acido oleandlico (11)
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Respecto a los resultados de la evaluacién de la actividad antimicobacteriana de los

compuestos puros, estos se describen en la Tabla 15.

Tabla 15. Actividad antimicobacteriana de compuestos puros.

| Cepas [ CMI* (ug/ml.)
Mezcla de Fitol Acido Acido Mezcla
M. tuberculosis timol/catvacrol 3) oleanolico ursolico Au/Ao
(1y?2) (10) (11)
|  H37Rv | >100 [ 25 | 125 | 125 | 125
| MTY6ll | 100 [ 125 | - | - |
| MTIY6l6 | >100 [ 125 | - | - |
| MTY652 | 100 [ 625 | - | - |
| MTY687 | 100 [ 125 | 50 | 50 | 50
| MTY172 | >100 [ 25 ] - | - |
| MTY559 | >100 [ 125 | - | - |
| MTY650 | 100 [ 125 [ 50 | 50 |
| MTY675 | >100 [ 125 | 50 | 50 |
| MTY282 | >100 [ 125 [ 50 | 50 |
| MTY234 | >100 [ 125 | 100 | 50 |
| MTY112 | >100 [ 25 | 100 | 100 |
| MTY99 | 100 [ 125 | 100 | 50 |
| MTY663 | >100 [ 125 || - | - |

Respecto a las actividades bioldgicas para la mezcla de timol/carvacrol se ha descrito que
estos compuestos son responsables de diversas actividades como: antibacteriano, antifungico,
antioxidante, antiinflamatorio, antiespasmédico y favorece el metabolismo de xenobidticos (Salehi
et al., 2005; Shin y Kim, 2005; Bagamboula ez a/., 2001; Trombetta et al., 2005; Agbor e al., 2005;
Proestos et al., 2005; Sasaki ez al., 2005); antifingica (Bhaskara-Reddy ez a/., 1998; Giordani ef al.,
2004); sin embargo, su efecto antimicobacteriano no se habia descrito. Cabe sefialar que la
evaluacion de estos compuestos mayoritarios en el presente trabajo permitié demostrar que estos
no son los responsables del efecto antimicobacteriano observado en el extracto y en cambio

presenta valores de CL;, de 295 ppm (Tabla 10).

El fitol es un diterpeno que se biosintetiza por la ruta acetato-mevalonato, y se ha
reportado que inhibe el crecimiento de M. tuberculosis 37Rv (CMI = 2 pg/ml) al ser evaluado i
vitro por el ensayo radiorespirométrico (Rajab ef al, 1998). Otras actividades bioldgicas que se le

han demostrado a este compuesto es actividad contra Staphylococcus anrens (CMI = 0.15 pg/mlL)
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(Inoue e¢f al., 2005) e impide la oviposicion de Liriomyza trifolii (Kashiwagi et al, 2005). En este
trabajo se encontré que presenta una CMI de 25 pg/mlL para M. tuberculosis H37Rv al ser evaluado
por el método MABA y resulté mas activo para las cepas MEFR; cabe destacar que este es el primer

trabajo que explora el efecto antimicobacteriano del compuestos sobre cepas MFR.

En relacion a los esteroles encontrados en el extracto hexanico, a la fecha se ha reportado
que el B-sitosterol present6 un efecto adyuvante en pacientes con TB (Donald ez @/, 1997), pero no
mostré un efecto antimicobacteriano 7 vitro (Jiménez et al., 2005). Respecto a la actividad biolégica
del estigmasterol, otro de los compuestos identificados, se reporta que la ingesta rica en
fitoesteroles (B-sitosterol, estigmasterol, campesterol) y otros esteroles asi como lignanos y
flavonoides reduce el riesgo para el desarrollo de cancer de prostata (McCann e7 a/., 2005); ademas
la presencia de fitoesteroles en la dieta regula el nivel de colesterol en plasma disminuyendo
notablemente el peligro para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, también disminuye el
nivel de lipidos de baja densidad (LDL) (Ho y Pal, 2005; Bouic, 2001) pero no inhibe el
crecimiento de M. tuberculosis in wvitro. Estos esteroles presentan actividad sobre el sistema

inmunolégico, que a la fecha no se le ha dado importancia (Bouic, 2001).

Otro compuesto presente en la especie medicinal T. wulgaris es el acido linoleico, este
compuesto fue previamente aislado de las especies Pelagonium reniforme, P. sidoides, Papaver somniferum,
Buplenrum: chinense, y otras especies vegetales, y se ha descrito que este compuesto es el responsable
del efecto antimicobacteriano observado en Pelagonium reniforme, P. sidoides, (presentando una CMI
de 2 pg/mL) contra M. amrum (Seidel y Taylor, 2004, Li ef al, 2005; Krist e al., 2005). Otros
compuestos aislados de la especie T. vulgaris durante el desarrollo de este trabajo fue la mezcla de
dos acidos triterpénicos: acidos ursolico/4cido oleandlico. Ambos compuestos han sido aislados
de diferentes especies medicinales como Thymus brussonetts, . satureioides, T. willdenowii (Ismaili ef al.,
2001, 2002, 2004) y en numerosas especies medicinales (Gu e al., 2004, Li et al., 2003; Gua ¢t al.,
2004, Cantrell e al., 2001; Goren et al., 2005; Abe et al., 2002; Liu, 1995 y 2005). Respecto a su
actividad biolégica estos triterpenos presentan importante actividad antiinflamatoria zz vitro (Liu,
1995; Kang et al., 2005; Fu et al., 2005; Miceli ez al., 2005; Shin et al., 2004, Ismaili ef al., 2001 y 2004,
Diaz et al., 2000; Deepak y Handa, 2000; Ovesna ez al., 2004), son inhibidores selectivos de COX-
2 con una Cl;, = 130 pM y una relacion COX-2/COX-1 de 0.6 uM (Ringbom et al, 1998),
actividad antimicrobiana (Gua et al, 2004; Isobe et al., 1989), citotéxica (Rios e al., 2001;
Tapondjou et al, 2002; Baglin et al, 2003; Li et al, 2002; Chang et al, 2004), actividad

hepatoprotectora, inhiben la iniciacién y promocioén de tumores, presentan actividad
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antihiperlipidémica, antiulcerogénica, hipoglicémica, anticariogénica (Liu, 1995; Kang ez al., 2005;
Ovesna ez al., 2004); recientemente se ha reportado su efecto antimicobacteriano z vitro cuya CMI
es de 30 y 15 pg/mL para el acido oleandlico y acido ursélico, respectivamente (Cantrell ef al.,
2001; Gu et al., 2004; Watcher et al., 1999, Jiménez e al, 2005). Este trabajo es el primero que

describe la presencia de estos acidos triterpénicos en Thymus vulgaris.

2. Determinacion de la CLg,en Artemia salina.

Empleando el modelo de Reed-Muench se calculé la CL;, para el extracto hexanico,
metanolico, la mezcla de timol/carvacrol y para la mezcla de acido ursélico/oleandlico. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16 y en las Graficas 1-3. De las muestras evaluadas,
la mas téxica fue el extracto hexdnico y la mezcla de timol/carvacrol; le sigue en toxicidad el
extracto metanolico y, la mezcla de compuestos acidos ursélico/oleandlico no presentd toxicidad
alguna a la maxima concentraciéon evaluada (>1000 ppm). Este trabajo es el primero que describe
el efecto toxico contra A. salina de la mezcla de triterpenos y los resultados encontrados indicaron
que no resultaron toéxicos a la maxima concentraciéon evaluada. La CLgpara el timol ha sido
previamente reportado (Wah, 1993) . Cabe sefialar que este ensayo biolégico es sencillo, rapido y
nos permite determinar en forma preliminar el efecto anticancerigeno, antihelmintico vy

antipaludico de compuestos de origen natural (Mata y Rivero, 2000).

Tabla 16. Datos de CL;, para los extractos y mezcla de compuesto de Thymus vulgaris.

| Muestras | CLso (ppm)
| Tvl | 354.81
| Tvll | 645.54
| Mezcla timol/ carvacrol | 295.12
Mezcla dcido | >1000
ursolico/oleanélico
_— |
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Grafica 1. Determinacion de la CL;, para el extracto hexanico de T. vulgaris (Tv])
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Grafica 2. Determinacion de la CL;, para el extracto metandlico de T. vulgaris (TvII).
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Grifica 3. Determinacién de la CLy, para la mezcla timol/catvacrol.
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3. Deteminacion de la DL, en ratones Balb/C.

La DL, se determiné en ratones Balb/C empleando el método de Lorke (1983). Este
método recomienda una primera evaluaciéon de las muestras a concentraciones menores de
1000mg/Kg pero en el caso de este trabajo se decidié evaluar las muestras en el rango de 1000-
5000mg/Kg y en caso de que las muestras resultaran toxicas a 1000mg/Kg se probaria en
concentraciones menores. El rango de concentracion evaluada fue de 1000 a 5000 mg/Kg de peso
y la administracion de los extractos fue via intragastica, previa solubilizacion de cada extracto en la
mezcla de Tween 20/H,O (3:7). Tanto el extracto hexdnico y metandlico a la maxima
concentracion evaluada (5000 mg/kg), no provocaron muerte alguna, pot lo que los animales de
experimentaciéon se mantuvieron en observacion durante 14 dias. Transcurrido este tiempo se
procedi6 a sacarificarlos via dislocacién cervical y se observaron macroscépicamente los 6rganos
principales (higado, rifién, bazo, intestinos y corazén) donde se observé que ningun 6rgano
resulté dafiado, por lo que se puede concluir que ambos extractos no presentan toxicidad aguda.
Falta por determinar la toxicidad subcrénica y crénica zz vivo de los extractos, mezcla de

timol/carvacrol y de acido utsélico/4cido oleandlico.
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1. La especie medicinal Thymus vulgaris biosintetiza compuestos capaces de inhibir el
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, por lo que puede constituir una fuente
potencial de sustancias antimicobacterianas.

2. Los compuestos responsables del efecto antimicobacteriano zz witro fueron aislados e
identificados quimicamente en base al analisis de sus datos espectroscopicos y
espectrométricos, que no corresponden a los compuestos mayoritarios.

3. Los estudios de toxicidad contra el crustaceo Artemia salina permite determinar que la
mezcla de timol/catvacrol presenta una CL,, de 250 ppm y que la mezcla de acido
ursdlico/acido oleandlico no resulto téxico contra este crusticeo a la maxima
concentracion evaluada.

4. La dosis letal media para los extractos hexanico y metandlico fue mayor de 5000 mg/kg,
este dato indica que ambos extractos no muestran toxicidad aguda.

5. La investigacion quimica-bioldgica de las plantas usadas en la medicina tradicional en
México para tratar padecimientos relacionados con la TB, constituye un buen punto de
partida para la obtenciéon de compuestos activos capaces de inhibir el crecimiento de M.
tubercnlosis o de compuestos que coadyuven y/o acorten el tratamiento de la enfermedad.

6. Dado el problema que representa la TB en los sistemas de salud, la OMS tiene como
objetivo erradicar la enfermedad mediante el desarrollo de vacunas y de nuevos agentes
antituberculosos. Este trabajo contribuye a explorar el potencial antimicobacteriano de la
flora medicinal mexicana.

7. Consideramos que el efecto antimicobacteriano mostrado por los extractos hexanico y
metanodlico de T. vulgaris se debe a la presencia de la mezcla de metabolitos secundarios

como el fitol, 4cido linoléico y la mezcla de dcido ursdlico/acido oleandlico.
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