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TESIS CON FALLA DE ORIGEN



INTRODUCCION

El desarrollo de modelos experimentales de tuberculosis es -
un aspecto importante desde el punto de vista de la investigacién de es-
ta enfermedad, ya que a pesar que ha sido bastante estudiada, existen -
diferentes aspectos que no son plenamente entendidos y un modelo experi-
mental puede ayudar a comprenderlos. Entre los mls importantes aspectos
destaca su patogenia, es decir, los mecanismos mediante los cuales el -~
bacilo causa las lesiones caracteristicas de esta enfermedad, aunque se
sabe que se basan principalmente en un fenfmeno de hipersensibilidad ce-
lular, en el cual el organismo causa dafio a su propio tejido al tratar -
de establecer un mecanismo de defensa contra la bacteria, aln quedan -
otros aspectos bisicos sin comprender; por ejemplo, el hecho de que los

macrdfagos no sdlo no pueden destruir a Mycobacterium, sino que le sir--

van,a éste como un medio propicio para su desarrollo y reproduccidn.

Otro aspecto lo constituye el tratamiento hasta ahora utili-
zado, que consiste en la administracidn de dos o tres medicamentos anti-
tuberculosos combinados. Aunque actualmente se considera eficaz, exis--
ten enfermos cuyos agentes etioldgicos son resistentes a todos los anti-
fimicos; en estos pacientes, el empleo de esquemas terapluticos no origi
no ninguna mejoria, por lo que resulta imprescindible el desarrollo de -
nuevos medicamentos antituberculosos. Se sabe ademis, que la obtencidn
de nuevos medicamentos es dificil y costosa; y lo cual origina que este
tipo de investigacidn quede reservada casi exclusivamente para los pafl--

ses desarrollados. Sin embargo, en algunas naciones como la India, ac--
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tualmente se llevan a cabo estudios farmacoldgicos sobre su propia medi-
cina tradicional, basados en la utilizacidn de productos naturales (16).
Por lo que respecta al estudio de las propiedades antifimicas de las =~
plantas a nivel mundial, existen en la literatura informes sobre el estu

dio farmacoldgico del extracto de Canscora decussata (Gentianaceas), el

cual contiene ciertos derivados de las xantonas y presentd efectos de --
inhibicidn sobre M. tuberculosis "in vitro" y baja toxicidad en ratones

(16).

Finalmente, el Instituto Mexicano para el Estudio de las -
Plantas Medicinales, A.C. (IMEPLAM) publicd en el afo de 1976 una mono--
grafia sobre el uso de las plantas medicinales de México, en el cual se
citan 37 especies diferentes de plantas con posible actividad antifimica,

que no han sido hasta la fecha estudiadas cientificamente (5).

Estos son algunos casos que pueden justificar el desarrollo
de un modelo experimental; en el primer caso para investigar aspectos de
la relacidn huésped-pardsito y, en el segundo, como una herramienta en -

la bisqueda de nuevos medicamentos antituberculosos.

Objetivo

El objetivo de este trabajo es desarrollar un modelo experi-
mental de tuberculosis, en ratones que presenten una respuesta uniforme

a la infeccidn con Mycobacterium tuberculosis, y con predominio pulmonar.




CAPITUIO I

GENERALIDADES



a) Antecedentes de la Tuberculosis

La tuberculosis es aparentemente tan antigua como el hombre -
mismo, sus antecedentes se remontan a eras tan antiguas como la neolitica;
se han encontrado indicios de lesiones de tuberculosis en vértebras de hom
bres que existieron en esa época en Europa, al igual que en momias egip--
cias que quizds provienen desde el afio 3700 A.C. En las épocas helénicas
y romana, asi como en la India y China antiguas, era comin la escréfula -
(tuberculosis de huesos y articulaciones); se ha calculado que en la mi--
tad del siglo XIX la cuarta parte de la poblacién adulta en Europa murid

por tuberculosis pulmonar (7).

El nombre de "tuberculosis" se le atribuye a un médico de =--
Leyden llamado F. de la Boe Sylvius (1762), el cual describid a las lesio

nes caracteristicas de esta enfermedad como "tubérculos".

Laennec (1781-1826) inicia la investigacidn cientifica de la
tuberculosis y es el primero en reconocer la correspondencia entre las --
lesiones histicas y la enfermedad. Willeim (1865) y Klecke (1943) logra-
ron la transmisidn experimental de tuberculosis a conejos, y finalmente -

Robert Koch (1882) aisld el bacilo causal de esta enfermedad,

b) Breve Descripcidn de la Enfermedad

Actualmente sabemos que la tuberculosis es causada por una --

bacteria del género Mycobacterium, que provoca lesiones inflamatorias con

necrosis caseosa y que el organismo al tratar de lograr una defensa con--

tra la agresidn bacteriana, produce un granuloma.
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Al inicio de la infeccidn se puede observar un proceso infla
matorio exudativo al igual que cuando las defensas &rganicas se encuentran

inhibidas, o cuando ¢l bacilo infectante es muy virulento.

El tub&rculo consiste en un nddulo de tejido de granulacién
formado por células cpitelioides a las que se asocian linfocitos y neutrd
filos; en medio de &stas, se encucntran gencralmente células gigantes lla
madas de Lanhans con varios nilicleos marginales. Se ha observado que estas
lesiones carccen de irrigacibén sanguinea lo cual provoca una especie de -
necrosis del centro del tubérculo, semejante en apariencia a la casecina -

de la leche y del queso (caseificacién).

La licuefaccibén del foco cascoso origina las cavidades; el --
proceso de curacidén consiste en el enquistamiento del foco por una capa -
de tejido conjuntivo, transformindose de esta manera en una masa fibrosa
que se observa como una cicatriz, la cual puede guardar bacilos virulen--

tos en su interior.

El género Mycobacterium abarca una variedad de microorganis--

mos desde algunos patdgenos, como M. tuberculosis y M. paratuberculosis,

hasta especies aparcntemente no patdgenas como M. phleci, M. smegmatis y

M. lacticola. La propiedad comlin que caracteriza a este género bacteria-
no, es la estructura de su pared celular constituida por peptidoglicanos,
micdsidos y Acidos micdlicos. Esta estructura con 20-60% de su peso seco
constituido por lipidos le conficre caracteristicas tales como su resis--
tencia a Acidos, Alcalis y alcoholes; otra de sus propiedades es su lento

crecimiento (4-8 semanas) y su nulo desarrollo en medios de cultivo con--
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vencionales. Tres especies son responsables de la tuberculosis en mami-

feros y aves, y son: M. tuberculosis, M. bovis y M. avium, aunque exis-

ten otras especies denominadas Mycobacteria "Atipicas", como M. intra-

celularis, M. kansasii y M. scrofulaceum, a las cuales se les atribuye -

un papel cada vez mas frecuente en el hombre como causante de esta enfer

medad.

Aunque la tuberculosis se desarrolla generalmente en los pul
mones, la infeccién se puede propagar a otros organos. ILa forma mis co-
m@n de penetracidn de la bacteria es por medio de gotitas o polvo conta-
minado, al ser inhalada penetra por las vias respiratorias, se instala -
en el tejido pulmonar o bien se transporta por via hemitica al resto del
organismo. Otra forma de contagio de la tuberculosis puede consistir en
la deglucién de alimentos contaminados, pudiendo desarrollar en &ste caso

una tuberculosis intestinal.

L

Existen diferentes tipos de tuberculosis segin su localiza--
cidn, como: 1la tuberculosis en cavidad bucal, la bronquial, la pulmonar,
la del conducto digestivo, la urogenital, la aseoarticular, la de las --

meninges, etc. (7).

c) Estado Actual de la Tuberculosis en Nuestro Pais

Debido a gue no existen datos epidemioldgicos actualizados
es dificil conocer el estado actual de la tuberculosis en nuestro pais;
sin embargo, con los datos disponibles del Programa Nacional de Control
de la Tuberculosis, podemos observar que en el aho de 1961 hubo una y me

dia veces mds muertes por tuberculosis en los paises subdesarrollados --




que en los paises desarrollados, esta diferencia entre ambos tipos de pai
ses aumentd a tres veces mids en el afio de 1970; &sto significa una myor -
tendencia de disminucién en ésta enfermedad en los paises desarrollados,

sin embargo como podemos observar, los datos globales muestran una reduc-

cién en la mortalidad por tuberculosis en ambos casos. (Tabla No. 1l).

Tabla No. 1

TASAS PROMEDIO DE MORTALIDAD POR TUBERCULOSIS EN
PAISES DESARROLLADOS Y PAISES EN DESARROLLO

Grupos de paises 1961 1970 Reduccibn
Paises desarrollados 10.7 5.6 47.7%
Paises en desarrollo 24.1 14.7 39.1%

Fuente: Programa Nacional de Control de la Tu-
. berculosis, S.S.A. 1977.

México ocupd el tercer lugar en mortalidad entre los paises -

americanos registrados epidemiolSgicamente. (Tabla No. 2).




Tabla No. 2

MORTALIDAD POR TUBERCULOSIS EN ALGUNOS
PAISES DE AMERICA

1972

Pais Coef . *
Chile 23.7%
Paraguay 22.5%
México 17.3%
Panami 16.1%
El Salvador 9.9%
Puerto Rico 9.8%
Venezuela 8.7%
Costa Rica 7.2%
Rep. Dominicana 6.1%
Honduras 6 3
Cuba 4.7%
Bahamas 3.7%
Barbados 2.5%
Belice 2.3%
Canada 2.1%

* por 100,000 habitantes

Fuente: Programa Nacional de Control
de la Tuberculosis, S.S.A.,
1977.

En el ano de 1974, se consideraba a la tuberculosis como una
de las diez causas de mortalidad y la sequnda entre las enfermedades in-

fecciosas y parasitarias (Tabla 3 y 4).




Tabla No. 3

PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD EN LA REPUBLICA MEXICANA

1974

Causas Defunciones Coef .*
Influenza, neumonias y otras infecciones 63,700 109.6
respiratorias agudas
Enteritis y otras enfermedades diarréicas 50,842 87.5
Accidentes, envenenamientos y violencias 49,026 84.4
Enfermedades del corazdn 42,449 73.0
Problemas perinatales 22,026 37.9
Tumores malignos 20,912 36.0
Enfermedades cerebro-vasculares 13,635 23.5
Cirrosis hepltica 11,244 19.3
'Tuberculosis 8,614 14.8
Diabetes mellitus 8,417 14.5

*Por 100,000 habitantes

Fuente: Estadisticas vitales de los Estados Unidos Mexicanos.
Direccidn General de Bioestadistica, S.S.A.




Tabla No. 4

PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD POR ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y PARASITARIAS

REPUBLICA MEXICANA

1974

Causas Defunciones Coef.*
Enteritis y otras enfermedades 50,842 87.5
diarréicas
Tuberculosis del aparato respi- 8,614 14.8
ratorio u otras
Tosferina 3,032 5.2
Disenteria bacilar y amibiasis 2,617 4.5
Fiebre tifoidea y otras salmone 1,024 l.8
nelosis
Parasitosis intestinal sin otra 798 1.4
especificacibn
Hepatitis infecciosa 492 0.8

* pPor 100,000 habitantes
Fuente: Direccidén General de Estadistica, SIC

Como puede observarse en las tablas anteriores, en el ano de
1974, 8614 personas fallecieron a causa de tuberculosis de diferentes ~-
localizaciones, Dentro de las enfermedades infecciosas y parasitarias,
Gnicamente fué superada en niimero de defunciones por enteritis y enferme
dades diarré&icas con 50,842 muertes en ese aho. Estos datos pueden dar-

nos una idea de la importancia epidemioldégica de la tuberculosis en nues
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tro pais.

En lo relativo a la distribucibén de esta enfermedad en la --
Repiblica Mexicana, podemos observar en la tabla No. 5, que existe una -
distribucidn bastante heterogénea desde el punto de vista de la localiza
cién en los diferentes estados. De acuerdo a la mortalidad, relacionada
al nimero de habitantes (tasa por 100,000 habitantes), los estados de la
Repiblica que sobresalen en incidencia de tuberculosis son Veracruz, Coa
huila y San Luis Potosi, mientras que Zacatecas, Tlaxcala y Jalisco pre-

sentan las 3 tasas menores de mortalidad.

La tuberculosis predomina, sin embargo en la poblacibén de mis

bajos ingresos econdmicos (23).

Por otra parte, el tipo predominante de tuberculosis, es la
pulmonar, aunque en el caso de los nifios es muy importante la tuberculo-
sis meningitica. Como podemos observar en la tabla No. 6, en el afio de
1974, el 88.9% de las defunciones por tuberculosis correspondieron a la -~
del aparato respiratorio, 7.5% a tuberculosis de las meninges y sistema -

nervioso y el 3.6% a tuberculosis de otras localizaciones.

Finalmente durante el afo de 1980, solamente en el Instituto
Nacional de Enfermedades Pulmonares de la S.S.A. ingresaron 1350 pacien-
tes con diagndstico de tuberculosis, de los cuales 239 (17.6%) fallecie-
ron a causa de esta enfermedad, Como puede observarse en las tablas 7 y
8 se muestran los diferentes tipos de tuberculosis en pacientes de dife-

rentes edades, su morbilidad y mortalidad.




Tabla No. 5

MORTALIDAD POR TUBERCULOSIS EN LA REPUBLICA MEXICANA

1974
Entidad Defunciones Coef.*
Aguascalientes 35 8.6
Baja California Norte 228 20.1
Baja California Sur 27 16.5
Campeche 40 12.3
Coahuila 331 16.0
Colima 70 23.7
Chiapas 411 22,5
Chihuahua 396 20.9
Distrito Federal 721 8.0
Durango 135 12.6
Guanajuato 203 7.6
Guerrero 196 10.4
Hidalgo 309 22.9
Jalisco 318 8.1
México 546 10.0
Michoacén 288 10.8
Morelos 105 13.3
Nayarit 109 16.6
Nuevo Ledn 385 18.0
Oaxaca 374 16.6
Puebla 417 14.4
Querétaro 111 19.1
Quintana Roo 11 9.5
San Luis Potosi 373 25.5
Sinaloa 240 15.2
Sonora 228 17.2
Tabasco 111 11.5
Tamaulipas 407 23.1
Tlaxcala 33 6.9
Veracruz 1257 27.4
Yucatin 133 15.4
Zacatecas 66 6.2

* Por 100,000 habitantes
Fuente: Direccidén General de Estadistica, SIC.



Tabla No. 6

MORTALIDAD POR TUBERCULOSIS POR LOCALIZACION

REPUBLICA MEXICANA

1974

Localizaciones Defunciones 3 Coef .*
Tuberculosis del aparato 7660 88.9 13.2
respiratorio
Tuberculosis de las menin 649 7.5 1.1
ges y del sistema nervio-
7o)
Tuberculosis de otras lo- 305 3.5 0.5
calizaciones
Total 8614 100 14.8

* Por 100,000 habitantes
Fuente: Programa Nacional de Control de la Tuberculo-
sis. S.S.A, 1977.




Tabla No. 7

MORBILIDAD HOSPITALARIA 1980

TUBERCULOSIS

Edad (arnos) 1-14 15-44 45-+ Suma M Suma F Total
Sexo M F M F M F
T.B.P. 12 340 110 256 104 596 226 822
Reinfeccibn
T.B.P. 118 72 54 20 172 92 264
Excavada
T.B.P, 6 12 52 20 48 14 106 46 152
Miliar-
Efectos 2 32 8 16 4 50 12 62
tardios de
TQB.P.
Bronquiec- 18 4 20 8 38 12 50
tasias
TIBI

6 26 560 214 394 150 962 388 1350
T.B. = tuberculosis
T.B.P. = tuberculosis pulmonar
M = masculino
F = femenino

Departamento de Estadistica.
fermedades Pulmonares, S.S.A.

Instituto Nacional de En-




Tabla No. 8

LETALIDAD HOSPITALARIA 1980

TUBERCULOSIS

Edad (afos) 1-14 15-44 45-+ Suma M Suma F Total
Sexo M F M F M F
T.B.P. 57 14 77 21 134 35 169
Reinfeccidn
T.B.P. 15 8 18 8 33 16 49
Excavada
Efectos tar- 2 1l 3 5 S 6 11
dios T.B.
T.B.P. 1 4 1 6 1 7
miliar
Meningitis 1 1 1 1 2
T.B.
Secuelas 1 1 1l
TIB.

2 1 78 24 100 34 180 59 239
T.B. = tuberculosis
T.B.P. = tuberculosis pulmonar
M = masculino
F = Femenino
Fuente: Departamento de Estadistica. Instituto Nacional de En-

fermedades Pulmonares, S.S.A.




d) Firmacos Antituberculosos

Antes del afio de 1948 no existia un tratamiento efectivo con
tra la tuberculosis. Entre los afios de 1948 y 1960, se desarrollaron ~--
los fdrmacos antituberculosos y a partir de este {iltimo afio, se comprobd
que esta enfermedad puede ser curable en un 100% de los casos, siempre y
cuando el tratamiento se apegque a determinados requisitos, como son el -

uso de asociaciones de antifimicos, tiempo adecuado de tratamiento, super

visidén, etc.

Actualmente se utilizan doce fArmacos contra la tuberculosis,
los cuales varian en su utilizacién desde el punto de vista de su dosis,
efectividad, via de administracidn, toxicidad, etc., en la siguiente ta-
bla se enlistan los doce f&rmacos antituberculosos generalmente utiliza-

dos en esta enfermedad (23).

Tabla No. 9

Farmaco Dosis

1. Estreptomicina 15-20 mg/Kg
2. Isoniacida 3-5 mg/Kg
3. Rifampicina 10 mg/Kg
4, Pirazinamida 30-40 mg/Kg
5. Estambutol 15-25 mg/Kg
6. Etionamida 15~-20 mg/Kg
7. Cicloserina 15-20 mg/Kg
8. Acido para-aminosalicilico (PAS) 200 mg/Kg
9. Tiacetazona 150 mg/dia
10. Kanamicina 1 g/dia
11l. capreomicina 1 g/dia

12. Viomicina 1 g/dia




l. Estreptomicina

Este medicamento fu& el primero que se utilizd en el trata--
miento de la tuberculosis. La Estreptomicina act@a sobre los ribosomas
de la bacteria, inhibiendo la sintesis de proteinas, afectando con esto -
la translacidn del cBdigo genético. Provoca una serie de efectos indesea
bles, como son reacciones de hipersensibilidad, reacciones téxicas y recha

zo del enfermo (11,13,14).

Las reacciones de hipersensibilidad pueden ser alteraciones -
de la piel, eosinofilia, estomatitis, pudiendo llegar inclusive al choque
anafildctico. Las reacciones t8xicas consisten principalmente, en altera
ciones de la funcidn vestibular, que consisten en la aparicién de vértigo
y pérdida del equilibrio, puede presentarse también la pérdida de la audi
cién, aunque este efecto es mas frecuente con la hidroestreptomicina, --
Otro efecto tdxico consiste en alteraciones del Sistema Nervioso y dafo -

renal (10,13).

2. Isoniacida

El descubrimiento de la Isonacida y su utilizacidén en el afio
de 1952, provocé un gran avance en el tratamiento de la tuberculosis, ya
que este fdrmaco es el mas activo de los utilizados actualmente contra el
bacilo de la tuberculosis. Su mecanismo de accidn no se conoce, pero apa
rentemente puede inhibir la sintesis de los &cidos micdlicos, compuestos
que forman parte de la pared celular de estas bacterias, como ya fué men-
cionado. A pesar que la isoniacida es uno de los medicamentos mis ino--

cuos, provoca también diversas reacciones adversas como polineuritis peri
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ferica, reacciones alérgicas como fiebre, erupciones cutineas e incluso

hepatitis, que ha provocado muertes (10,13,14).

3. Rifampicina

Este fdrmaco es activo contra bacterias Gram positivas y -
Gram negativas y también es efectiva contra el bacilo de la tuberculo--
sis. Su mecanismo de accidn consiste en la inhibicién de la polimerasa
responsable de la formacién de las cadenas en la sintesis de RNA. La ri-
fampicina provoca reacciones adversas, aunque no con mucha frecuencia, --
estos efectos consisten en alteraciones gastrointestinales, fatiga, debi-

lidad muscular, alteraciones en el sistem nervioso, etc. (11,13).

4., Pirazinamida

Este medicamento es activo tambi&n contra M. tuberculosis, =-

aunque se ha comprobado "in vitro", que actlla unicamente a un pH &cido; =
este hecho al parecer se relaciona con su efectividad contra los bacilos

que se encuentran en el interior de los macréfagos, donde se ha comproba-
do también que existe un pH 4cido. Este firmaco presenta una alta toxi--
cidad, que consiste generalmente en lesiones hepdticas, esta caracteristi
ca ha hecho que la pirazinamida sea un antifimico de segunda eleccibn, --
utilizada generalmente en enfermos que alberguen bacilos tuberculosos ---
resistentes a otros medicamentos antituberculosos, Otro de sus efectos -
adversos puede consistir en hemoptisis, que incluso ha llegado a provocar

la muerte en pacientes en tratamiento con este farmaco (10,11,13).



5. Etambutol

Aproximadamente el 75% de las cepas de M. tuberculosis son -~
sensibles a este fArmaco, incluso aquellas que son resistentes a la iso-
niacida y a la estreptomicina. Su mecanismo de accidn se desconoce. Pue
de presentar algunos efectos adversos que consisten en dermatitis, pruri
to, alteraciones gastrointestinales, fiebre y confusidn mental. Algunas
veces tambi@n puede provocar anafilaxia Y leucopenia, aunque esto sucede
rara vez. El efecto adverso mds importante es la neuritis Sptica, que -
provoca un decremento de la percepcidn visual, la cual desaparece al sus

pender su administracidn.(10,13).

6. Etionamida

Este fArmaco es parecido estructuralmente a la isoniacida, -~
aunque esto no provoca reaccidn cruzada en lo relativo a la aparicién de
resistencia frente a ambos medicamentos. La dosis utilizada en el trata

miento contra la tuberculosis, generalmente no es bien tolerada ya que -

provoca una intensa irritaciSn gistrica y sintomas neurolégicas (10,13).

7. Cicloserina

La ciloserina es un antibiStico aislado en el afio de 1955 y
utilizado también en el tratameinto de la tuberculosis. Su mecanismo de
accidén consiste aparentemente en la inhibicién de la sintesis de la pared
celular de M. tuberculosis. Las reacciones adversas mis comunes consis--
ten en alteraciones del Sistema Nervioso Central que pueden ir desde som~—

nolencia hasta sintomas paranoicos (10,11,13).




8. Acido para-aminosalicilico (PAS)

Entre los compuestos derivados de los &dcidos salicilicos y -
benzoico, &8ste medicamento tiene el efecto mls marcado contra el bacilo
de la tuberculosis. Su mecanismo de accidn al parecer es similar al de
‘las sulfonamidas, el cual consiste en un antagonismo competitivo entre -~
el &cido para-aminobenzoico (PABA) y estos compuestos. Esto provocaria
que la bacteria no utilice al PABA en su metabolismo normal, evitando asi
su desarrollo. Sin embargo, las sulfonamidas no son efectivas contra -~
M. tuberculosis y el PAS es inactivo contra bacterias suceptibles a las

sulfonamidas (10,13).

El PAS presenta diferentes efectos adversos como: anorexia,
nduseas, diarrea, dolor epigistrico y ardor. Pueden presentarse tambi&n
Qlcera péptica y hemorragia, dafo renal, hepdtico y lesiones de la glén-
dula tiroidea. Puede provocar también reacciones de hipersensibilidad -

(13).

9. Tiacetazona

Este farmaco es también efectivo contra el bacilo de la tu--
berculosis, actualmente es utilizado como medicamento de primera linea -
en esta enfermedad. En paises como Uganda y Kenia se ha reemplazado al
PAS por la tiacetazona, la ventaja de su utilizacidn es su bajo costo y
su efectividad que es comparada con la del PAS, Se han reportado ecfec-~
tos adversos, como poca frecuencia, como dermatitis e incluso dafios he--

paticos (11,13).




10. Kanamicina

La kanamicina también es utilizada en el tratamiento de la tu
berculosis, aunque su mecanismo de accién no se encuentra reportadoc, por
lo menos en lo que respecta a su accidén contra M. tuberculosis. Presenta
diferentes efectos adversos como reacciones de hipersensibilidad (en 8 al
10% de los casos). Otros efectos importantes son la ototoxicidad y la ne

frotoxicidad, ya que tienen efectos tdxicos parecidos a la estreptomicina

(10,11,13).

11, cCapreomicina

Este fSrmaco es un antibiStico que es efectivo contra la bac-
teria de la tuberculosis, es muy parecido en sus propiedades a la viomici
na. Ambos compuestos son menos utilizados que los otros antifimicos y su
importancia radica en que son una posibilidad m8s de tratamiento en tuber
cuigsis causadas por cepas poli-resistentes. Las reacciones asociadas con

este firmaco son eusinofilia en la mayorfa de los casos, leucocitosis, leu

copenia y fiebre (11,13).

12. Viomicina

Este firmaco presenta diversos efectos adversos entre los cua-
les los més serios son los dafios al rifién y al octavo par, con la resultan

te pérdida del equilibrio y sordera. Se le considera mds tSxica que la --

estreptomicina (11,13).
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Como puede observarse todos los antifimicos son capaces de --
provocar resistencia en la bacteria causante de la tuberculosis. Este fe

ndémeno radica en la aparicidén de mutantes resistentes de M. tuberculosis.

Por otra parte, ¢l uso inadecuado de estos medicamentos aumenta el desarro

llo de cepas resistentes. Esta es una de las razones for las cuales el --
tratamiento de la tuberculosis consiste en la administracién combinada de
varios farmacos, ya que por un lado se ha observado que la resistencia -~
disminuye cuando se pone en contacto al bacilo con varios antiffmicos y -
por otro lado, también en muchos casos existe un mecanismo de sinergismo

entre los fiArmacos administrados.

Por lo que respecta al tiempo de tratamiento, anteriormente -
era largo, pudiendo durar hasta varios afos. En el afio de 1977 la Direc-
cién General de Control de la Tuberculosis (23) recomendd diferentes es--
quemas de tratamiento, en los cuales se utilizan en un principio la combi
nacidn de la isoniacida (que es el antifimico mis potente) con otros 2 an
tiffmicos, que pueden ser estreptomicina, tiacetazona, etambutol y PAS, -
posteriormente se disminuye el nfimero de f&rmacos administrados, a 2; el
tratamiento debe durar 1 afio ininterrumpido. En la siguiente tabla se =~
muestra un ejemplo de dos esquemas de tratamiento (A y B) con duracidn de

un afio.

Actualmente se estdn valorando esquemas terap8uticas para la
tuberculosis con menos tiempo de tratamiento, los cuales duran 6 meses y

son llamados de corta duracidn.




Tabla No. 10

ESQUEMAS MODELO PARA TRATAMIENTO PRIMARIO SUPERVISADO
(Adulto de 60 a 70 Kg. de peso)

Esquema "A" Esquema "B"

Isoniacida (HAIN) 300 mg. Isoniacida (HAIN) 300 mg.

diariamente en una toma diariamente en una toma
Estreptomicina 1 g. Estreptomicina 1 g.
diariamente por via in- diariamente intramuscular
tramuscular

Etambutol 1200 mg. Tiacetazona 150 mg.
diariamente en una toma diariamente en una toma

Fase intensiva
(Dos meses)

Inoniacida (HAIN) 800 mg. dos veces a la
semana en una toma.

Estreptomicina 1 g. intramuscular dos ve
ces a la semana.

Fase de sostén

(Hasta completar doce meses para ambhos
esquemas) .

Fuente: Programa nacional de Control de la Tubercu
losis. México 1977,




Tabla No. 11

ESQUEMAS TERAPEUTICOS PARA EL TRATAMIENTO
ANTITUBERCULOSOS DE CORTA DURACION

1979
Fase Farmaco y dosis Frecuencia Duracidn
(meses)
Esquema I
Primera Estreptomicina 1 g.
(supervisada) HAIN 300 mg 6 dias 2
Rifampicina por semana
Pirazinamida 2 g.
Segunda Rifampicina 600 g. diaria 4
(autoadminis- Isoniacida 300 mg.
trada)
6
Esquema II
Primera Estreptomicina 1 g.
(supervisada) Isoniacida 300 mg. 6 dias 2
Rifampicina por semana
Pirazinamida 2 g.
Segunda Isoniacida 600 mg. 3 dias 4
(supervisada) Rifampicina 600 mg. semana
6

Fuente: Direccién General de Control de la Tuberculosis y de
las Enfermedades del Aparato Respiratorio, S.S.A.
1980.




En la Tabla No. 11 se muestran 2 esquemas terapfuticos de es

te tipo.

e) Modelos Experimentales

Los modelos experimentales juegan un papel importante en la
investigacién cientifica. Inclusive algunos autores definen a la Cien--

cia como "La elaboracibn de un modelo de la naturaleza" (2).

Se puede decir que un modelo experimental es la sustituciébn
de un fendmeno que ocurre en la naturaleza, por otro, el cual va a poder
Ser objeto de experimentacién. Puede haber modelos formales y modelos ~-
materiales o experimentales. En el primer caso, un modelo se refiere a -
una ley o teorfa relacionada con algGn fenb6meno natural; en el segundo, -
se utilizan generalmente animales de experimentacién como ratas, ratones,
o Pien bacterias, virus, etc. asf como experimentos sin utilizar organis-

mos vivos, pero con los cuales se puedan obtener datos que se apliquen al

fenSmeno natural.

En el caso de la tuberculosis se han utilizado diferentes ani
males de experimentacibén como ratones, cobayos, hfmsters, ratas y monos.
Cada especie presenta ventajas y desventajas segfin el aspecto de la enfex
medad que se pretende investigar. Los conejos, los cobayos y los ratones,
en general, son los mis utilizados para el estudio de la tuberculosis. A
continuacidn mencionamos algunas caracterfsticas como modelos experimenta

les de estos animales.




Conejo

Cuando se inocula esta especie con cepas de Mycobacterium --

bovis desarrolla una tuberculosis progresiva y generalmente mortal simi-

lar a la del cobayo cuando es inoculado con M. tuberculosis; sin embargo,
el conejo e; muy resistente a esta iltima especie. La tuberculosis en es
te animal como consecuencia de la inhalacidén de las bacterias presenta -~
caracterfsticas morfolbgicas parecidas a las de los pacientes con lesio-~
nes cavitarias crdnicas, por lo cual el conejo puede ser utilizado para -
estudiar aspectos especificos de este tipo de lesiones como por ejemplo -

el mecanismo de accifén de faArmacos en estas circunstancias patogénicas,

Cobayo

El cobayo es muy sensible a las infecciones por micobacterias
y después de inoculado, la infeccibén tiende a ser progresiva y siempre --
mortal. Dicha infeccidn es escencialmente extracelular, la alergia y la
necrosis son notables, por lo que los aspectos de la infeccién intracelulax
de la tuberculosis no puede ser bien estudiada. En el caso de estudios --
farmacoldgicos conviene utilizar al cobayo para la investigacibén de firma-

cos que produzcan su efecto fuera de la célula y en tejido necrdtico.

Ratén

El ratdn es muy resistente a la infeccidn con M. tuberculosis
y necesita ser inoculado con gran cantidad de bacterias; esta propiedad -
da cierto margen de seguridad en cuanto a la implantacidén crénica y la re-

producibilidad del modelo.




La enfermedad en estas condiciones, a diferencia en la produ
cida en el cobayo, es escencialmente intracelular, con alergia mfnima y
necrosis comparativamente ligera sin que aparezca caseificacién. Esto -~
representa una ventaja en lo que representa al estudio de la infecci6n -
intracelular, que de hecho es lo que ocurre en el orden. Para el estu--
dio de fArmacos antituberculosos, esta caracterfstica del ratén es imporxr
tante ya que estos tienen que actuar en el bacilo localizado en el inte-
rior de la c&lula; por otra parte, si esta especie animal es inoculada -
con bajas concentraciones bacterianas por vfa intravenosa, desarrolla --
una infeccién crénica y generalizada que puede utilizarse en diferentes
clases de estudios. Finalmente, in&culos muy pequefios de microorganis--
mos viables, inyectados en cbrnea, producen una enfermedad progresiva de

tiempo déterminado y aprovechable en la evaluacién de férmacos antituber

culosos.




CAPITULO II

PARTE EXPERIMENTAL




£f) Material

Material Biol&gico

Cepa de M. tuberculosis H37Rv

Cepa de ratones Balb-c

Material y Equipo
Papel Wathman No. 42
Portafiltros para jeringa
Porta asa y asa bacteriolégicos
Matraces Erlenmeyer de 50, 250 y 500 (ml.)
Estufa bacteriolfégica a 37°C
Bafio de agqua
Tubos de ensayo de 12 x 75 mm. con tapén metidlico de presién
Fotdmetro marca Coleman Jr. II
Jeringas de insulina
Agujas No. 27 con bicel corto
Pipetas automiticas
Pipetas serol8gicas de diferentes vollimenes
Cajas Petri de 50 ml.
Tubos con tapdn de rosca para cultivo
Centrifuga refrigerada Beckman J-21C
Jaulas para ratones
Agitador Vortex
Batas para cirugla
Cubrebocas

Guantes de hule




Lentes de plastico grueso

Medios de Cultivo

Lowenstein Jensen
Middlebrook 7H-10 agar
Proskawer and Beck

Kirchner agar blando

g) Metodologia
Preparacién de Medios de Cultivo
"Lowenstein Jensen (L~J)

Composicidén de la solucidn de sales:

Fosfato monopotisico anhidro 2.4 g
Sulfato de magnesio 0.24 g
Citrato de magnesio 0.6 g
Aspargina 3.6 g
Glicerol 12.6 g
Agua destilada 600 ml

Dividir los 600 ml de esta solucién en dos porciones de 300 =~
ml, agregarles 15 g de harina de papa y 40 g de cloruro de sodio a una de
ellas solamente ya que la otra serf el medio de testigo. Esterilizar am-
bas soluciones en autoclave, enfrfar y agregar 500 ml de un homogenizado
de huevo y 10 ml de una solucién al 0.01% de verde de malaquita. Vaciar

en tubos con tapdn de rosca y pasar a un coagulador hasta que solidifique,



Homogenizado de huevo. Utilizar huevos frescos (de no mis -
de una semana), lavarlos con detergente y dejarlos en la solucifn por me
dia hora. Enjuagarlos con agua corriente y sumergirlos en alcohol al --
70% por 15 minutos, romperlos y vaciarlos en un frasco estfril y finalmen
te homogenizar. Pasar el homogenizado a trav&s de una gasa estéril y --

recolectar en una probeta, también estéril.

"Middlebrook 7H~10 Agar" (M7H-10)

Suspender 3.8 g de medio base Middlebrook 7H-~10 (comercial)
en 180 ml de agua destilada y afiadir 1 ml de glicerol. Esterilizar la -
suspensidn en autoclave por 10' a 120°C. Agitar hasta disolver el sedi-
mento y colocar la solucién en un bafio de agua entre 50 C. y 56 C. Agre
gar 20 ml del enriquecimiento OADC (comercial) y vaciar a cajas Petri.
Nota: Conviene incubar este medio de cultivo, colocfindo la caja -~

Petri dentro de una bolsa de plastico sellada con calor, con

el fin de evitar la evaporacifn exagerada de vida a largo -
tiempo de incubacién (3 - 4 semanas).

"Medio sinté&tico de Kirchner agar blando"

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de agua desti-

lada, agregar en el siguiente orden:

NaHPO4 0.3 g
KH2PO4 0.4 g
Mgso, 0.6 g
Citrato de sodio 0.25 g
Aspargina 0.50 g
Citrato férrico amoniacal 0.005g
Glicerina 2 ml

Agar 0.5 g



[}

Esterilizar la suspensifén en autoclave, agitar hasta disolver

los componentes del medio y pasar 0.9 ml a tubos de ensayo, con tapdn de

presién metdlico.

Nota: Los tubos con el medio de cultivo se pueden guardar en una --
estufa hasta utilizarse, si son utilizados el mismo dfa; o -
bien refrigerarse y volver a licuar si el tiempo que trans-
curre hasta que se utilice es mayor.

"Proskawer y Beck" (P y B)

Colocar 100 ml de agua destilada en un matraz de 250 ml y di-

solver en el siguiente orden:

Aspargina 0.5 g
Fosfato monopotésico 0.5 g
Sulfato de potasio 0.05 g
Glicerol 2 ml
Citrato de magnesio 0.15 g

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH al 40$ y esterilizar en autocla-

ve.

Nota: El crecimiento de M. tuberculosis en este medio de cultivo -~
liquido es sobre la superficie, por lo que al sembrar las co

lonias, es importante depositarlas suavemente de tal manera
que floten.

Precauciones en el Manejo de M. tuberculosis

Es importante tomar ciertas precauciones al manejar microor-
ganismos patdgenos, como es el caso de M. tuberculosis: el lugar de tra-

bajo debe ser adecuado, tener paredes lisas, limparas de luz ultravioleta
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y sistema de extraccidn con filtros microbiolégicos. La manipulacién de
la bacteria debe de realizarse dentro de una campana bacteriolégica, de

tal manera que la persona que realiza el trabajo nunca este en contacto -
con &sta. Debe usar bata de cirugfa, cubrebocas, gorro y guantes. En el
caso de la inoculacidn en animales de experimentacién es conveniente uti-

lizar ademds lentes para evitar el riesgo de que al moverse el animal pue

da llegar el inéculo a los ojos.

Al terminar de trabajar es necesario limpiar la superficie de
trabajo con fenol al 5% y esterilizar en autoclave el material inmediata-
mente despu&s de utilizarlo. E1l autoclave debe de estar en la misma &rea
de trabajo para evitar la contaminacién de otras areas al tener que trans

portar dicho material lejos del sitio de trabajo.

Prepracién de la Suspensién de "Mycobacterium tuberculosis” para inocula-

cién.

Se resembrd el cultivo original de M. tuberculosis H37Rv en -
Lowenstein-Jensen en varios tubos con el mismo medio de cultivo; se incu-
b6 a 37°C durante 3 a 4 semanas; posteriormente se tomaron tres asadas =--
del cultivo resembrado y se depositaron en un matraz Erlenmeyer est8ril -

de 50 ml con perlas de vidrio en su interior. Se agité en un Vortex has-

ta disgregar los grumos del cultivo bacteriano.

Se agregaron 10 ml de la solucibn estéril de solucibébn salina-
tween (1:100) y se agitd suavemente hasta formar una suspensién. Poste--
riormente esta suspensién se pasd por un papel filtro Wathman No. 42, fi-

jo en un portafiltros para jeringas, con el objeto de eliminar los preci-




¢
pitados bacterianos de mayor tamafio. El1 inbculo consistié en 0.5 ml de

una dilucibn 1:10 de esta suspensibn, por otro lado, se sembraron 0.1 ml
de diferentes diluciones del indculo para investigar el nimero de bacte-
rias vivas inyectadas a los ratones.

Nota: La eliminacién de los agregados bacterianos se realiza més adecua

damente con un sonicador, pero desafortunadamente no se contd con
éste en el laboratorio.

Cuantificacién del Ni{imero de Bacterias

Se realizan diluciones de la suspensién bacteriana con solu-
¢ién salina-Tween (desde 1:10 hasta 1:100,000), se toman 0.1 ml de las di
luciones 1:100, 1:1000, 1:10,000 y 1:100,000 afiadiéndolas a tubos con me=-

dio de cultivo Kirchner agar blando.

Se agitan en un Vortex y se vacfan sobre la superficie de ca-
jas Petri con medio M7H-10 moviendo las cajas de tal manera, que el conte
nido se distribuya en forma homogénea. Se deja que la capa de Kirchner -

solidifique a temperatura ambiente y se incuba a 37°C,

Por otro lado se mide el porcentaje de transmitancia de la -~
suspensién sin diluir con el objeto de poder conocer el niimero aproximado
de micobacterias por volumen de suspensién preparada, con solo conocer un

% de transmitancia.

Ensayos Preliminares

Se formaron dos grupos de 9 ratones cada uno, distribufdos por

pesos (m&todo de "culebra japonesa") de la siguiente manera;




Lote No. 1l Lote No. 2
No. de ratén Peso (q) No. de ratén Peso (g)
1l 40.6 19 38.9
12 35.7 9 36.1
18 34.0 17 33.5
21 30.6 5 31.2
22 28.9 24 27.8
20 27.3 0 27.7
16 26.6 14 26.6
6 25.8 3 25.8
26 24.7 15 22,5

A los ratones del Lote No. 1 se les inyectaron 0.5 ml de la -
solucibn salina-tween, por via intravenosa Yy a los del Lote No. 2, 0.5 ml

de la suspensién de M. tuberculosis H37Rv por la misma vfa. Se sembraron

diferentes diluciones del indculo en medios de cultivo M7H-10 para cono~-
cer el nlimero de bacterias vivas inyectadas.

Después de ser inoculados, se sacrificaron 4 ratones cada se-
mana (dos en cada lote) y se.;es realiz8 la necropsia con el fin de bus--
car lesiones caracteristicas de tuberculosis en los diferentes 6rganos --
(bazo, higado y pulmones). Posteriormente se separaron y se hizo un homo
geneizado de cada uno de ellos, utilizando solucién salina-tween (100:1),

en un mortero con arecna estéril.

El homogeneizado as{ preparado se centrifugé en una centrffu-

ga refrigerada (J21-C Beckman) a 2000 r.p.m., durante 10 mins. con el ob-

jeto de sedimentar los restos del tejido; se separS el sobrenadante y se

volvié a centrifugar, ahora a 12000 r.p.m. durante 30 mins, para sedimen-

T r
b1
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tar las bacterias. Se eliminS el sobrenadante y se resuspendié el sedi-
mento en un agitador Vortex. Se tomd aproximadamente 1 ml de cada sus--
pensidén con pipetas Pasteur y se sembr8 en los medios de cultivo. Se in
cubaron a 37°C, durante 4 semanas y al no observarse desarrollo en este

tiempo se incubaron 2 semanas miAs (6 semanas en total), considerfndose -

negativo al no aparecer colonias caracteristicas.

Se repitié el procedimiento anterior en las mismas condicio-
nes, se inyectaron 2 lotes, (3 y 4) de 10 ratones cada uno, cambiindose
el cultivo bacteriano. El peso de los ratones fué de 21.5 g para el lo-

te No. 3 y 21.8 g para el lote No. 4, ambos peso promedio.

Se aislaron hfgados, bazos y pulmones de ratones infectados
con M. tuberculosis y se hizo un homogeneizado con el procedimiento men-
cionado anteriormente, sebrindose en el medio de cultivo de Lowenstein -
Jensen. Posteriormente se inyectaron las bacterias del cultivo asf obte
nido por via intravenosa a un lote de 5 ratones, se hizo lo mismo con ==
una cepa de M. tuberculosis obtenido de un homogeneizado de pulmones Gni
camente. Las bacterias obtenidas se inyectaron por la misma vfa a otro
lote (No. 5 y No. 6 respectivamente). Ambos lotes tuvieron un promedio
de pesos de 16.5 g. A cada lote se le determiné el TSO (tiempo en que -
fallecif el 50% de los ratones) por el método gré&fico. Se realizaron tam

bién cortes histol8gicos de bazos, hfgados y pulmones de cada rat8n por

separado en el laboratorio de Histologfa del Instituto,



Comparacidn de la Virulencia de Bacterias Cultivas en los Medios de

Cultivo M7H-lo y Proskawer y Beck

El objetivo de esta {iltima parte del trabajo experimental fué
la optimizacidén de las siguientes variables: medio de cultivo, con cepa
bacteriana y nlimero de bacterias inoculadas, con el fin de obtener un --

T.. adecuado, se considerd "a priori" que con un T

50 cercano a los 30 dias,

50
se desarrollaria una tuberculosis mis o menos crdnica sin que el experimen
to fuera demasiado tardado. Se utilizaron 2 medios de cultivo diferentes:
Middlebrook 7H-10 y Proskawer y Beck, se inyectaron dos suspensiones, la
primera de una cepa "A" aislada de pulmones, de ratones infectados y la ~
sequnda "B" aislada de pulmones; higado y bazo obtenidos también de rato-
nes infectados, ambas a dos concentraciones diferentes: una dosis diluf-
da (d.d) con 80% de transmitancia (aproximadamente 150,000 c&lulas vivas)

y una dosis concentrada (d.c.) con 40% de transmitancia (aproximadamente

1,000.00 de bacterias vivas).

Optimizacidn de la dosis de bacterias inoculadas a los ratones.
Se prepard una suspensidn de M. tuberculosis aislada de pulmones de rato-
nes infectados cultivada en el medio P y B, con una transmitancia inicial
de 40%. Se hicieron diluciones obteniéndose los siguientes valores de --
transmitancia:
1. 40%
2, 52%
3. 60%
4, 68%




Se inyectaron por via intravenosa una dilucién 1:10 de cada -

una de las suspensiones a 4 lotes de ratones (No. 7, 8, 9 y 10). Por ==~
otro lado, se sembraron las diluciones en cajas PETRI CON MEDIO M7H-10 --

con el objeto de cuantificar el nlmero de micobacterias inoculadas.




CAPITULO IIX

RESULTADOS




En los ensayos preliminares se obtuvieron los siguientes re-
sultados: en los dos primeros lotes, tanto el No. 1 que fu& el control
como el No. 2, no se observaron lesiones en ninguno de los 6rganos de los
ratones sacrificados, por lo cual no se muestra ninguna tabla. Al repe--
tir el procedimiento con ratones de 21.5 a 21.8 g de peso promedio en dos
lotes de 10 ratones cada uno respectivamente, el control y el de prueba -

en &ste {iltimo se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla ~

No. 12,

Tabla No. 12

LOTE No. 4
Volumen de Localizacién

R:g?n iigzg:;go Piel Hfgado Pulmones Bazo
(ml.) L C L C L C L C

13 0.5 - - -+ + o+ -+
20 0.5 - + 4+ + + +
22 0.5 - -+ 4 + o+ +
24 0.5 T + o+ -+
25 0.5 - + + + + + +
33 0.5 - - 4+ + + o+ + o+
44 0.5 - - % + + o+ o+
45 0.25 - - 4+ - - + o+
54 0.20 - - - - -+ e -
17 0.20 - o+ + + - -+

L = lesiones caracteristicas de tuberculosis
C = cultivo de los homogeneizados de los 6rganos




Inoculacién de M. tuberculosis aislado previamente de un ho-
mogeneizado de bazos, higados y pulmones de ratones infectados: los re
sultados obtenidos a partir de los ratones inyectados por via intraveno-
sa con bacterias aisladas de &stos Srganos, pueden observarse en la Ta--

bla No. 13. El valor de TSO se pueden encontrar en la parte inferior de

dicha tabla.

Tabla No. 13

LOTE No. S

Localizacibén de lesiones y bacilos
Ratdn

No Bazo Higado Pulmones

L C M L C M L C M

14 + + + + + + + +

15 + o+ + + + + + +

. 18 - + + - + + + + +
21 + + + + + o+ + + +

26 - 4+ + + + 4+ + + +

Tgy = 24.2 dias

Inoculacién de M. tuberculosis aislado previamente de un homo

geneizado de pulmones de ratones infectados.




LOTE No. 6

Localizacién de lesiones y bacilos
Ratdn

No. Bazo Higado Pulmones
L C M L C M L C M

19 -~ - 4 - - 4 + o+

29 -* + No - - No + +

31 + - 4 -* + No + o+

57 + o+ o+ + o+ - + + No

64 - 4+ + -* 4 + + No

TSO = 18 dfas

L = lesiones macroscbpicas, C = Cultivo de -~
M. tuberculosis del Srgano, M = Observacidn
microscSpica de los bacilos en cortes de teji
do. ~* = Sin lesiones caracterfsticas con --
aparente aumento del tamafio del 8rgano. No =
No se realiz8.

Comparacidn de la virulencia de bacterias cultivadas en los -

medios de cultivo M7H-10 y Proskawer y Beck:

Medio de Dosis Cepa de M. tuberculosis
cultivo A B
d.d.
(80% trans.) TSO = 54 dfas TSO = 63 dfas
M7H-10
(Mlo dc1
(40% trans.) TSO = 18 dfas TSO = 27 dfas
d.d.
(80% trans.) TSO = 47 dfas TSO = 58 dfas
PyB
(Mz) d.c
(40% trans,) T . = 14 dfas T_.. = 18 dfas

50 50




Optimizacién de la dosis de bacterias inoculadas a los rato-~

nes para obtener un T cercana a los 30 dias:

50
% Transmitancia No. de bacterias Volumen del TSo
indculo (ml) (dias)
40 1200,000 0.5 16
52 500,000 0.5 28
60 270,000 0.5 37

68 190,000 0.5 39
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS



En los primeros ensayos de inoculacifn de M. tuberculosis en
los lotes de ratones de 1 y 2, control y experimental respectivamente, no
se observaron lesiones de tuberculosis en ninguno de ellos. El cultivo -
del cual se tomaron las bacterias inyectadas a dichos lotes de ratones, -
se encontraban en refrigeracién antes de utilizarse, por lo que se pensé
que dicha cepa estaba muerta o en estado latente al ser inoculada; por es
te motivo se repitif el experimento utilizando un cultivo de M. tubercu--
losis que se encontraba en su fase logaritmica de crecimiento, en este ca
se se inocularon los lotes 3 y 4 de 10 ratones cada uno; se observaron --
lesiones en bazos, higados y pulmones de la mayorfa de los ratones del «~-
Lote No. 4 que era el lote experimental, estos resultados se confirmaron
con el desarrollo de la bacteria en los medios de cultivo sembrados con -
los homogeneizados de los diferentes 8Sxganos. Hubo casos en los que no -
se observaron lesiones macroséépicas, sin embargo, el cultivo fue positi-
vo. esto se debid quizfs a que las bacterias que estaban presentes en di-
chos tejidos no habfan llegado todavia a ocasionar las lesiones. Otra —--
posibilidad es que las bacterias fueran muy pocas y que por lo tanto no -
hubieran lesionado al 6rgano. En el caso del ratdn No, 17 sf se observa-
ron lesiones macroscpicas sin que hubiera crecimiento de las bacterias -
en el medio de cultivo. Esto pudo deberse a fallas en la preparacifn de
ese medio de cultiyo especifico (pH inadecuado, ingredientes mal pesados,

etc.).o bien a que el inbculo no haya sido suficiente.

Por lo que respecta a los resultados de la inoculacién de -~
M. tuberculosis y el aislamiento de homogeneizados de hfgados, bazos, y -
pulmones y de pulmones exclusivamente, inyectados respectivamente a los -~

lotes de ratones 5 y 6 se puede observar que con el primer homogeneizado




se produce una tuberculosis generalizada que se puede observar por las -

lesiones en higados, bazos y pulmones, mientras que en el lote ndmero 6

inyectado con bacterias aisladas de pulmones (nicamente se observan le--
siones predominantes en pulmones ya que hay ratones en los cuales no se

produjeron lesiones macroscdpicas en higado y bazo, mientras que en to--
dos los pulmones estudiados se encontraron evidencias de tuberculosis --
tanto por lesiones macroscdpicas como por cultivo y cortes histoldgicos,
donde se observaron Micobacterias en el tejido. Estos resultados estan

de acuerdo con un trabajo publicado por Collins y Montalbine (3), en el

cual reportaron la existencia de un fendmeno de adaptacidn previa de -~
M. tuberculosis a pulmones que consistia en que las bacterias aisladas -
de pulmones de ratones infectados cuando eran inyectados nuevamente a --
otro lote de ratones, tendian a establecerse nuevamente en el tejido pul
monar. Estos resultados deberian de confirmarse inyectando lotes de ra-
tones con un nimero mayor ya que en este experimento se utilizaron unica
mente 5 ratones por lote, por lo que los resultados no son muy claros. -
En algunos casos se observé un aumento de tamafio de algunos Srganos sin

lesiones aparentes, pudiendo deberse esto a alguna reaccidn inflamatoria
provocada por algquna sustancia o restos de tejidos de los &rganos de los
ratones de los cuales se aislaron previamente las bacterias. Se observd
también que la cepa aislada de pulmones presentd una mayor virulencia, -

ya que el T o due es el tiempo que mueren la mitad de los ratones del --

5

lote, fue menor (18 dias) que en la cepa aislada de higado, bazos y pul-

mones (T = 24,2 dias). Esto se puede deber a que, o bien las bacterias

50

fueran mas virulentas por si mismas, o que al estar mas afectado el pul-

mén de los ratones, siendo este un 6rgano muy importante en el funciona-




miento del organismo, hubiera provocado muertes mis ripidas.

Con respecto a la dltima parte experimental que consistif, -
en la comparaqién de diferentes variables relacionadas con la muerte de
los ratones por tuberculosis, se probaron bisicamente dos medios de cul-
tibo (M7H~10 y P vy B), inoculados con las dos cepas mencionadas anterior
mente, una aislada de pulmones y la otra de higados, bazos y pulmones, -
estas dos cepas a dos concentraciones diferontes de bacterias cada una -
de ellas; esto se hizo con el objeto de encontrar las condiciones en las
cuales se provocaba una mayor virulencia, es decir el TSO mas pequeio para
los lotes de ratones. Por otra parte, basindose en estos resultados, se

optimizé la dosis de bacterias inoculadas para obtener un T.. cercano a

50
los 30 dfas. Los resultados obtenidos muestran que utilizando el medio

de cultivo de Proskawer y Beck para cultivar las Micobacterias aisladas
de un homogeneizado de pulmones a una concentracidén bacteriana del in&~--
culd de 40% de transmitancia se obtiene un TSO de 14 dias que es menor -
al de las otras condiciones experimentales. Utilizando dichas condicio-
nes ('1‘50 menor) se procedid a optimizar la dosis. Los resultados mues--

tran que si se inoculan aproximadamente 500,000 bactererias vivas, se ob

tiene un TSO de 28 dias, que es lo mas cercano a lo que se habfa propues

to.




CAPITULO V

CONCLUSIONES




3.

Se logrd provocar tuberculosis en ratones Balb-c, en forma generali-
zada y también con predominio pulmonar, al inyectar M. tuberculosis
adaptada previamente a dicho tejido. Esto se comprueba de diferen--

tes maneras: por las lesiones caracteristicas de la enfermedad en -

pulmones, bazo e higado de los ratones inoculados con la bacteria,
con cultivo y aislamiento de M. tuberculosis de los homogeneizados -

de los 6rganos y por la observacién de las bacterias en cortes de -

tejido.

La enfermedad provocada en los ratones les caus6 la muerte, encontrén

dose las condiciones apropiadas para que el T_. fuera cercano a los

50
30 dias, estas condiciones fueron: medio de cultivo, cepa bacteria-

na inoculada y dosis de bacterias inyectadas.

La utilizacién del ratén se justifica tanto por las caracterfisticas -
‘mencionadas dentro del capitulo de generalidades, como por sex relativa

mente ficil de manejar, barato y que no requiere &reas muy grandes -~

para vivir.

El modelo experimental desarrollado en esta tesis podria ser utiliza-
do tanto para realizar estudios de la enfermedad en si, como para in-
vestigar las propiedades antiffmicas de algunas sustancias. En este
dltimo caso seria necesario utilizar, ademfs, otras especies animales,
para tener una mayor seguridad de las respuestas que se obtengan. -
Otro aspecto importante que hubiera sido deseable en este modelo ex-
perimental seria la evaluacién de la respuesta inmune celular en las

diferentes etapas de la enfermedad de los ratones. Esto nos hubiera




¢
dado una idea mis exacta de la cercania de este modelo a lo que suce

de eﬁ la tuberculosis en el humano.
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