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INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo, v,
aungue ya no es la “peste blanca” de los siglos previos, se estima que mas de
8 millones de personas contraen tuberculosis cada afio; la Organizacion
Mundial de la Salud la ha declarado como un problema de salud mundial y se
sabe que un tercio de la poblacion mundial tiene tuberculosis latente causada
por Mycobacterium tuberculosis. Existen reportados 9 millones de casos de
tuberculosis activa que resultan en 2-3 millones de muertes anuales. La
mayoria de los nuevos casos ocurren en las naciones mas pobladas — India y
China- pero los mayores brotes de la enfermedad estan en Africa, Indonesia,
Archipiélago de las Filipinas, Afganistan, Bolivia, y Peru. Esta enfermedad tiene
implicaciones econémicas importantes ya que en los paises mas afectados, el
costo por pérdida de productividad representa entre el 4 - 7 % del producto

interno bruto anualmente. (1)

El aumento de la pobreza en paises en desarrollo, los crecientes niveles de
desnutricién, la falta de apego a los tratamientos, el surgimiento del SIDA y de
cepas multifarmaco-resistentes, han favorecido el resurgimiento de la

tuberculosis en el mundo (2).

Por todo lo anterior es que resulta sumamente importante el desarrollo de
medicamentos que reduzcan el tiempo de tratamiento (que usualmente es de 6
meses minimo), sean activos contra las nuevas cepas multifarmaco-resistentes

y puedan ser eficaces administrandose como monofarmacos ya que el



esquema convencional de tratamiento consiste de 3 diferentes farmacos

(isoniazida, rifampicina y pirazinamida).(3)

Los antifimicos de uso primario fueron desarrollados hace 50 afios, sin
embargo, ha sido necesario desarrollar otros que satisfagan las necesidades

actuales para el tratamiento de dicha enfermedad. (4)

Los compuestos que se prueban en este ensayo son totalmente novedosos; las
pruebas de toxicidad in vitro, demuestran su alta actividad contra

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) teniendo poca toxicidad en raton.

La finalidad de este trabajo es la evaluacion de un nuevo compuesto
antituberculoso que podria ser efectivo contra cepas multifarmaco-resistentes
y tener mejores resultados bactericidas que el esquema convencional

(isoniazida, rifampicina y pirazinamida).



Mycobacterium tuberculosis

Caracteristicas Generales

Los bacilos tuberculosos son bacilos ligeramente curvados que miden
alrededor de 2 a 4 um de largo por 0.2 a 0.5um de ancho. Los bacilos pueden
mostrar un contorno uniforme, con vacuolas irregularmente distribuidas. En el
medio de cultivo, las células pueden variar desde cocoides a filamentosas. Las
cepas difieren en su tendencia para crecer como bacilos aislados o como
largas hebras llamadas cordones. Los bacilos son inmoviles, se identifican por
su caracteristica propiedad tintoral: son relativamente impermeables a diversos
colorantes basicos, pero una vez tefidos retienen el colorante con tenacidad.
Resisten de forma especifica la decoloracidn con solventes organicos
acidificados y se llaman por eso acido-alcohol resistentes. Esta propiedad, y su
crecimiento relativamente lento, son atribuibles a la presencia de una pared

celular rica en lipidos. (5)

Puede crecer en medios sintéticos simples, con glicerol u otros componentes
como unica fuente de carbono y con sales de amonio como fuente de
nitrégeno. En los medios liquidos sintéticos ordinarios, el bacilo crece como
agregados adherentes. Las micobacterias muestran por lo general una
marcada preferencia nutritiva hacia los lipidos. En medios ricos, el periodo mas

corto de multiplicacion observado es de alrededor de 12 horas. (5)



Las cepas virulentas de bacilos de la tuberculosis no pueden distinguirse con
seguridad de las cepas avirulentas por su morfologia celular o la de sus
colonias; las cepas virulentas crecen como cordones serpenteantes, mientras

que la mayoria de las cepas avirulentas crecen de forma mas desordenada.

(5)

Se creia que M. tuberculosis originalmente era aerobio obligado, pero se ha
observado su crecimiento en muchos ambientes microaerofilicos en los
granulomas durante los estadios avanzados de la infeccion. (4) El bacilo de la
tuberculosis es capaz de crecer intracelular y extracelularmente. Este
organismo tiene un tiempo de replicacion prolongado, aproximadamente 20

horas. (3)

La caracteristica quimica mas llamativa de las micobacterias es la abundancia
de lipidos en la pared celular. Esta propiedad da cuenta del caracter hidréfobo
de estos organismos. Entre los lipidos extraidos con disolventes organicos

neutros estan ciertas ceras y glucolipidos. (5)

La membrana celular de las micobacterias es una compleja estructura que
contiene muchas proteinas, lipidos y carbohidratos, muchos de los cuales se
encuentran solo en esta bacteria (4). Las paredes tienen un contenido muy
elevado de lipidos (de hasta 60%), los cuales, estan adheridos a los
polisacaridos; los polisacaridos, que incluyen el glucano, manano,

arabinogalactano y arabinomanano, se encuentran también en los filtrados de



los cultivos. Los glucolipidos y las proteinas se ubican en una capa externa
firmemente adherida a la pared y esta ubicacion externa del lipido es la
responsable del caracter hidrofobo de las células. La microscopia electronica
revela una pared mas bien gruesa. Se observan también granulos de glicogeno
y cuerpos de volutina. Estos cuerpos de inclusion contribuyen a la frecuente

tincion irregular arrosariada de los bacilos tuberculosos. (5)

Los acidos micolicos parecen existir solo en las paredes celulares de estos
organismos. Enormes acidos grasos saturados se encuentran tanto en las
ceras como en los glucolipidos de gran tamafio, unidos en forma covalente a
peptidoglucanos y a unos 30 residuos de acidos micdlicos que forman un
puente entre la capa rigida y las capas externas lipofilicas de la pared celular.
Otro micosido de interés es la cera D, de elevado peso molecular, que no es
una cera verdadera, sino que contiene acidos micdlicos y un glucopéptido. Esta
estimula la inmunogenicidad de diversos antigenos afadidos; una mezcla de
cera D y de proteina del bacilo de la tuberculosis induce una hipersensibilidad

retardada. (5)

M. tuberculosis cambia de un metabolismo que preferentemente usa
carbohidratos cuando se crece in vitro a uno que utiliza lipidos cuando crece en
un huésped infectado. (6) Se sabe que cerca de 200 genes parecen estar

envueltos en el metabolismo de acidos grasos en esta micobacteria. (7)

El genoma de M. tuberculosis H37Rv consiste en 4.4 X10 ® pares de bases

(pb) y contiene aproximadamente 4000 genes. (4)



Este organismo tiene capacidad de latencia, es por ello que, cuando tiene baja
actividad metabdlica se dificulta como blanco terapéutico. M. tuberculosis
puede ser localizada en cavidades pulmonares, pus de enfisema, o material
solido a donde la penetracion de los antibidticos es dificil o el pH es

suficientemente bajo para inhibir la actividad de la mayoria de los antibiéticos.

(8)

Las respuestas del huésped, como puede ser, activacion de macréfagos,
mantenimiento de la estructura del granuloma, activacion de células T CD **,

células TCD ¥ y TNF- a, son importantes para controlar la infeccién latente.

9).

M. tuberculosis es capaz de modular la respuesta inmune a través de los
acidos micdlicos de su membrana celular evitando asi, la eliminacién

intracelular del bacilo. (9).

Las micobacterias vivas son inherentemente toxicas para las células. Entonces,
los macréfagos murinos y humanos que fagociten mas de 5 organismos
usualmente mueren. La razén del porqué esto ocurre es desconocida. Sin
embargo, se ha notado que M. tuberculosis libera un factor que incrementa la
sensibilidad de las células infectadas a la toxicidad por TNFa. Aunque M.
tuberculosis tiene claramente toxicidad inherente, esto no explica del todo la

patologia de la enfermedad. (10)



Manifestaciones Clinicas

La historia natural de la tuberculosis comienza con la exposicion a M.
tuberculosis que es transmitido primariamente por la via respiratoria. Las
gotitas producidas al toser son probablemente el vehiculo mas efectivo, ya que
se secan rapidamente en el aire y dejan unos nucleos de menos de 5um de
didmetro, que pueden alcanzar los alvéolos. El organismo puede sobrevivir en
el esputo seco o humedo hasta 6 semanas, pero muere al cabo de unas pocas

horas de exposicion a la luz solar directa. (5)

La infeccidn ocurre en los pulmones, pero el organismo puede migrar a

cualquier érgano via hematégena. (9)

Aunque la respuesta inmune humana generalmente controla esta infeccion,
éste no erradica al patégeno, resultando en una infeccion asintomatica. En
este punto, la persona es no infecciosa, y la unica evidencia de infeccion es la
reactividad a la prueba en piel de la tuberculina. Ha sido comprobado que la
tuberculosis activa puede presentarse en soélo 10% de estas personas con
infeccidn latente durante toda su vida. El organismo puede persistir en lesiones

granulomatosas por muchos afos. (11)

Con fines practicos se dividio la progresion de la enfermedad en fases (10). En
la primera fase, que abarca de 3-8 semanas después de que M. tuberculosis
contenida en los aerosoles inhalados se implanta en los alvéolos se produce

una lesion inicial que aparece como un area de neumonitis inespecifica situada

generalmente en una zona periférica bien ventilada, después de lo cual se
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disemina a la circulacion linfatica de los nddulos linfaticos regionales del
pulmén. La inflamaciéon granulomatosa se inicia, tras 2 a 4 semanas. En las
lesiones precoces, los bacilos de la tuberculosis se localizan principalmente
dentro de los macrofagos, en donde se multiplican (5). En este tiempo ocurre
la conversion a tuberculina positiva. La segunda fase, que abarca 3 meses,
estd marcada por la circulacion hematégena de la bacteria a varios 6rganos
incluyendo otras partes del pulmédn; en este tiempo la enfermedad fatal puede
ocurrir en forma de tuberculosis meningea o miliar. Durante esta etapa la
bacteria libre interactiia con linfocitos TCD*" sensibilizados que son atraidos y
luego proliferados liberando citocinas de inflamacion (4), inflamandose las
superficies pleurales causando severo dolor del pecho hasta los siguientes 3-7
meses, aunque esta etapa puede permanecer hasta 2 afios. Se sabe que esta
condicion es causada también por la diseminacion hematogena de la bacteria

en el espacio pleural. (4)

La ultima etapa puede durar mas de 3 anos. En esta etapa, se producen mas
lentamente las lesiones extrapulmonares que se presentan frecuentemente
como dolor crénico. En las lesiones mas avanzadas, solo son prevalentes los
bacilos extracelulares. Durante esta etapa de la respuesta inflamatoria se
presenta necrosis por caseificacion, en la que el centro necrético de los
tubérculos permanece semisdlido. Las lesiones caseosas se resuelven por
fibrosis y calcificacion, lo que puede originar la formacion de una extensa
cicatriz y reduccion del parénquima. En una pequeia proporcion de individuos,
la infeccion no llega a controlarse y las lesiones primarias se hacen

progresivamente mayores, se unen y se licuan. Cuando se libera este material,
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se forma una cavidad en el pulmén y puede producirse la extension de la

enfermedad a través de los bronquios. (5)

Sin embargo, muchos humanos que han estado infectados con tuberculosis no
presentan progresion de la enfermedad. Es conocido que en muchos adultos,
no infectados con Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), la tuberculosis
es causada por una reactivacion de una infeccion preexistente Los focos
infecciosos se localizan principalmente en las porciones apicales posteriores, o
subapicales, del pulmén, cuya infeccidn persiste, tras la diseminacion
hematoldgica. (5). En estos individuos y otros que estan inmunosuprimidos se
puede reactivar la infeccion con M. tuberculosis y en muchos casos pueden

mostrar rapida progresion a la enfermedad activa. (4)

Para el momento en que se diagnostica la enfermedad, generalmente ya hay
licuefaccidn de la lesion caseosa, y la cavidad proporciona un nicho favorable
para la rapida proliferaciéon de los bacilos. Estos pueden entonces transmitirse
a otros individuos a través de las gotitas producidas por los aerosoles de los
esputos infectados y a otras partes de los pulmones por diseminacion bronco
génica. Los sitios de infeccion mas frecuentes son el sistema genitourinario, las
articulaciones, los huesos, los ganglios linfaticos, la pleura y el peritoneo. Tras
la ruptura de una lesidén caseosa en una vena pulmonar, puede producirse una

tuberculosis diseminada o miliar. (5)
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Histologicamente, el bacilo de la tuberculosis induce dos tipos de lesiones. Las
lesiones exudativas se observan en la infeccidon inicial. Se produce una
inflamacion aguda, con exudado de liquido y acumulacién de leucocitos
polimorfonucleares alrededor de las bacterias. Las lesiones productivas
(granulomatosas) se producen cuando el individuo se hace hipersensible a la
proteina tuberculosa. Los macréfagos experimentan entonces una dramatica
modificacion al contacto con los bacilos de la tuberculosis o de sus productos,
organizandose concéntricamente en forma de células epiteloides alongadas.
En el centro de los tubérculos, algunas de estas células pueden fusionarse
para formar una o mas células gigantes, con docenas de nucleos dispuestos en
su periferia y con bacilos viables visibles. Por fuera de las multiples capas de
células epitelioides existe un manto de linfocitos y de fibroblastos que proliferan

activamente lo que conduce eventualmente a una extensa fibrosis. (5)

La mejoria clinica se nota facilmente en la mayoria de los sujetos con
tuberculosis pulmonar si el tratamiento es apropiado. La eficacia por lo comun
se manifiesta luego de las primeras 2 semanas de terapéutica y se identifica
por disminucién de la fiebre y tos, aumento de peso y mejoria en la sensacion
de bienestar. Mas de 90% de tuberculosos que reciben tratamiento 6ptimo
mostrara negatividad en los cultivos después de 3 a 6 meses. Los cultivos que
siguen siendo positivos después de 6 meses a menudo presentan

microorganismos resistentes. (12)
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La evidencia epidemiolégica de la frecuencia de tuberculosis en diversas
poblaciones ha sugerido que la malnutriciéon, el hacinamiento y el estrés
disminuyen la resistencia a la enfermedad; se han realizado estudios que
demuestran que el consumo reducido de proteinas aumenta la susceptibilidad
a la infeccion. La importancia de los factores hormonales viene sugerida por
las llamadas variaciones de resistencia en funcion de la edad y, en menor
medida, del sexo; segun algunos estudios la tuberculosis es mas frecuente en
mujeres.(5) Pacientes menores de 60 afnos, Africanos americanos o hispanos
o aquellos con SIDA son mas susceptibles a infectarse con M. tuberculosis.

(13)

Otro factor que aumenta la susceptibilidad a la tuberculosis es la administracién
de cortisona. También se sabe que la tuberculosis es mucho mas frecuente
entre los mineros y otros trabajadores expuestos al polvo de silice debido a que
estas particulas dafan a los macréfagos que son los encargados de controlar

la infeccion inicial. (5)

El diagnostico provisional de tuberculosis se realiza habitualmente por la
demostraciéon de bacilos acido-alcohol resistentes en preparaciones tefiidas de
esputo o de lavado gastrico. Para el aislamiento primario son preferibles los
medios de cultivo sdélidos; habitualmente un cultivo positivo crece de 2 a 4

semanas. (5)
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Historia de la Tuberculosis y de sus tratamientos

Se ha hipotetizado que M. bovis, que causa una enfermedad parecida a la
tuberculosis en el gato, fue la precursora evolutiva de M. tuberculosis. (14)

La domesticacion del gato, debié de haber ocurrido entre 10000-25000 afios
antes de Cristo, lo cual permitié el paso de la micobacteria patégena de los

animales domesticados al humano (14).

La frecuencia con la que se han encontrado esqueletos con aparentes
deformaciones debidas a tuberculosis en el antiguo Egipto sugiere que la
enfermedad era comun entre la poblacion. El descubrimiento de deformaciones
similares en huesos en varios sitios en lItalia, Denmark, y paises en el medio
Este, también indica que la tuberculosis fue encontrada por todo el mundo 4000

afos antes de Cristo. (4)

Los asirios describen pacientes tosiendo sangre en el siglo VIl e Hipécrates
describidé a un paciente con tisis asociada con dolor de pecho y tos con sangre

en el esputo. (4)

Se cree que indo-europeos esparcieron la enfermedad a Europa y Asia durante
sSus migraciones en esas regiones. Europa, con una gran explosiéon
demografica y el crecimiento de los centros urbanos, se convirtié en el centro
de muchas epidemias de tuberculosis en el siglo XVI y XVII. Se estima que un

cuarto de los europeos murieron de tuberculosis. (4)
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En la ultima mitad del siglo XIX, la mortalidad debida a tuberculosis decrecio

debido al aumento de la sanitizacién. (4)

Los inmigrantes Europeos del nuevo mundo llevaron la enfermedad con ellos,
y, grandes centros urbanos como Boston y Nueva York, tuvieron casos de
muertes por tuberculosis de 6-7 por 1000 en 1800, declinando a 4 por 1000 en
1860. Probablemente las medidas de salud publica jugaron un rol importante

en esta disminucién de la mortalidad. (4)

En 1865, Jean-Antonie Villemin reporté haber podido producir tuberculosis a

conejos de laboratorio inoculandolos con tejido de tuberculosis de un cadaver.

(4)

Robert Koch reporté 17 anos después que la tuberculosis es causada por una
bacteria. Sin embargo, creer en las causas sociales de la tuberculosis aun

continua en el siglo XX. (4)

Eduard Trudeau’s mostré que la TB puede ser inducida en conejos con un
cultivo virulento purificado de M. tuberculosis pero que las condiciones
ambientales en las que los animales fueron mantenidos influencia fuertemente

el curso de la enfermedad (4).
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El numero de nuevos casos comenzd a incrementarse nuevamente. La
mayoria de las causas fue el incremento de la hacinacién y la pobreza asi

como el surgimiento del SIDA. (15)

El problema de la tuberculosis crecié notablemente: su pared celular rica en
lipidos hizo creer que una terapia efectiva era imposible. Esta devastadora
vision fue confirmada cuando fueron descubiertos los primeros antibidticos,
sulfonamidas y penicilina, que no tenian ninguna actividad en contra de M.
tuberculosis. Con esto en mente es facil entender la euforia que levantaron
Albert Schatz y Selman Waksman's en 1940 al descubrir la estreptomicina
mientras trabajaban en la universidad Rutgers en New Jersey y Harold
Lehmann’s quien descubrié el acido para-amino salicilico (PAS) poco tiempo

después. (16)

Administrando estreptomicina y PAS se observd que la combinacion de terapia
prevenia la aparicién de resistencia. La subsecuente descripcion de isoniazida,
pirazinamida, rifampicina, etambutol y otros farmacos, asi como el uso de BCG,
una vacuna de una cepa atenuada de M. bovis hecha por Calmette y Guerin en
Paris en 1920, dieron a la comunidad médica las herramientas basicas para el

control de la tuberculosis.(16)

Usando estas herramientas muchos paises han logrado la virtual erradicacion

de la tuberculosis, y otros, incluyendo algunos de los mas pobres, han

disminuido la cantidad de casos. (16)
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En afos recientes las bases moleculares del mecanismo de accion de los
agentes antituberculosos y la forma en que los organismos se vuelven
resistentes ha comenzado a ser revelada, y con ello se espera poder mejorar

los tratamientos actuales y en un futuro erradicar la tuberculosis. (16)
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Modelos Animales para el estudio de Mycobacterium

tuberculosis

Modelos Animales: ventajas y desventajas

El uso de animales de experimentacion para el ensayo preclinico de la
eficiencia de nuevos productos antimicrobianos es de gran importancia, pues
en ellos se puede evaluar la actividad esterilizante de los nuevos antibiéticos
con capacidad antituberculosa, estos idealmente, deberan eliminar la carga
bacteriana mejorando el estado histofuncional de los tejidos afectados o
deberan reducir la duracion de la terapia sin sacrificar su eficacia, lo cual
incrementara la culminacion exitosa del tratamiento ahorrando recursos,

previniendo recaidas y la emergencia de cepas multifarmaco-resistentes. (14)

Debido a que la via de infeccion aérea es la mas importante en la enfermedad
humana, se considera que ésta es la idonea en los modelos animales de
tuberculosis. Esta es mas especifica para evaluar la enfermedad pulmonar y
hay una mejor correlacion entre la dosis empleada del medicamento y la
eliminacion de la carga bacteriana evaluada por la determinacion de unidades

formadoras de colonias bacterianas (UFC). (14)

La virulencia de M.tuberculosis es estudiada en cultivo de tejidos, cominmente
usando macréfagos, o recientemente, células dendriticas, neumocitos y en
modelos animales. Estos son mejores porque en ellos pueden estudiarse todas

las etapas de la enfermedad. (4)
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Los tres mejores modelos son el raton, cerdos de Guinea y conejos, cada uno
tiene sus ventajas y desventajas. El raton es el mas frecuentemente usado
debido a que su genoma se encuentra bien estudiado, existe gran
disponibilidad de reactivos para medir niveles de citocinas, y su bajo costo de
mantenimiento relativo a otros animales. Otra gran ventaja para los
experimentos en raton es que hay cepas hibridas que muestran diferentes
niveles de resistencia a M. tuberculosis, también, que cuando es empleada una
dosis adecuada, la micobacteria crece relativamente sin ningun impedimento
en los pulmones del ratén en un lapso de 2-4 semanas. (9). Una desventaja es
que la progresién de tuberculosis en ratdn es diferente que en humano, debido
a que el ratdén, en general, no es tan sensible a la enfermedad como otros
modelos animales en los que se pueden estudiar infecciones crénicas mas
parecidas a las humanas. Los cerdos de Guinea son muy sensibles a M.
tuberculosis, y las fases de la enfermedad, incluyendo los estadios tempranos
con formacién de granulomas, en este animal, son similares a los humanos, las
desventajas son la carencia de cepas Yy reactivos asi como el alto costo de

mantenimiento.(18)

El modelo de conejo tiene una gran ventaja sobre los otros modelos animales,
los granulomas pulmonares formados durante la enfermedad muestran la
misma progresion observada en casos avanzados de tuberculosis humana, las

desventajas del conejo son similares a las del cerdo de guinea. (18)
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Tratamientos contra Mycobacterium tuberculosis

Fases de pruebas de nuevos farmacos

Aproximadamente 50,000 compuestos han sido probados anualmente. La
primera fase de prueba es su actividad in vitro contra cultivos de M.
tuberculosis H37Rv. Los compuestos que son activos en este ensayo son
reconfirmados usando el sistema radiométrico BACTER 460.La siguiente fase
del procedimiento es determinar el MIC (concentracion minima inhibitoria) del
compuesto. Ademas el compuesto debe de ser evaluado en su citotoxicidad en
cultivos para determinar la concentracion inhibitoria 50%. La siguiente fase de
pruebas consiste en realizar un ensayo en macréfagos infectados para
determinar si el compuesto puede inhibir el crecimiento de M. tuberculosis en

un ambiente intracelular. (13)

Los compuestos que funcionan bien en el ensayo de macrofagos infectados
son probados en un modelo animal, si se cuenta con cantidades suficientes del
compuesto. Después de que la dosis maxima tolerada es determinada, el ratén
es expuesto a bajas dosis de M. tuberculosis en aerosol. Veinte dias después
el compuesto a prueba es administrado diariamente a dosis apropiadas por 45

dias. A 15, 30 y 45 dias de terapia, grupos de 5 ratones son sacrificados.(19)

Los pulmones y bazo son homogenizados y sembrados en agar para
determinar la carga bacteriana. Bajo estas condiciones una reduccioén de 0.7
log 0 mayor se considera estadisticamente significativa. Los compuestos que

tienen este nivel de reduccién son definidos como activos en un modelo in vivo.
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La siguiente fase consiste en la determinacion del mecanismo de accion,
farmacocinética y farmacodinamica del farmaco para finalmente realizar

pruebas clinicas en primates y humanos (19).

El 11% de los compuestos probados (5,251 compuestos totales) han resultado
altamente activos in vitro (453), de estos, 340 tienen efecto en el modelo de
macrofagos infectados y 53 han sido probados in vivo. De esos, 9, de varias
clases de compuestos, han demostrado reducir significativamente la carga

bacteriana en los pulmones de los ratones infectados. (13)

La evaluacion de la actividad bactericida de los farmacos antituberculosos in
Vivo, en contraste con los ensayos in vitro, se refieren al grado de muerte de los
organismos que se mide después de los dos primeros dias de tratamiento, en
un modelo animal o en la enfermedad en humanos. La actividad bactericida del
farmaco se distingue de otra caracteristica llamada actividad esterilizante del
farmaco, que es definida como la habilidad del farmaco para matar los bacilos
tuberculosis tan rapido como sea posible. Esta es la caracteristica del farmaco
gue es responsable de la cura de la enfermedad. La capacidad esterilizante del
farmaco es medida por la evaluacién de la conversion a baciloscopia negativa

después de dos meses de terapia. (3)

Esguemas convencionales

Hasta el descubrimiento de la estreptomicina en 1945, el tratamiento de la
tuberculosis se limité al reposo, a la buena alimentacion y al colapso artificial

del pulmon (3).
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Los medicamentos para tratar tuberculosis se dividen en dos grandes
categorias. Los compuestos de primera eleccibn combinan el maximo nivel de
eficacia con un grado aceptable de toxicidad; incluyen isoniazida, rifampicina,
etambutol, estreptomicina y pirazinamida. A veces se necesita recurrir a
farmacos de “segunda eleccion” como ofloxacina, ciprofloxacina, etionamida,
acido amino salicilico, cicloserina, amikacina, kanamicina y capreomicina que
pueden causar mayor grado de toxicidad que los de primera eleccién y resultan

menos eficientes (12).

México, en 1982 introdujo el esquema de tratamiento primario de corta
duracién con la administracion de tres farmacos: isoniazida, rifampicina y
pirazinamida, con reduccion del periodo de tratamiento de 12 a 6 meses. A
partir de 1986 se inicié el tratamiento con farmacos combinados en una sola
tableta (isoniazida, rifampicina y pirazinamida), que comprobd una eficacia
mayor al 90% de curacion, lo que previene la farmaco resistencia al evitar la
monoterapia. En 1996, la OPS/OMS recomendd la instrumentacién de la
Estrategia de Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) para

mejorar las tasas de curacion, reducir la morbilidad, la mortalidad y la

transmision del padecimiento, la cual se realizO en 6 &reas demostrativas,
localizadas en los estados de Chiapas, Jalisco, Nayarit, Sonora, Tamaulipas y
Veracruz. Actualmente todos los casos de Tuberculosis deben ingresar a

tratamiento bajo la estrategia TAES, el medicamento debe ser estrictamente
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supervisado por el personal de salud o personal debidamente capacitado,

quien verificara la ingesta y deglucion del medicamento. (30)

Tratamiento Acortado

FASE INTENSIVA:

Diario, de lunes a sabado, hasta completar 60
dosis. Administraciéon en una toma.

Medicamentos SEPARADOS (DOSIS) | COMBINACION FIJA
(4 GRAJEAS)
RIFAMPICINA 600mg 150mg
ISONIAZIDA 300mg 75mg
PIRAZINAMIDA 1500-2000mg 400mg
ETAMBUTOL 1200mg 400mg

FASE DE SOSTEN Intermitente, 3 veces por semana, Lunes, Miércoles
y Viernes, hasta completar 45 dosis. Administracion

en 1 toma.

MEDICAMENTOS SEPARADOS (DOSIS) COMBINACION FIJA

(4 CAPSULAS)

ISONIAZIDA
RIFAMPICINA

800mg
600mg

200mg
150mg

Fuente: Secretaria de Salud, México. Instituto de Salud del Estado de Chiapas.

www.insp.mx/

En zonas en que ha surgido resistencia primaria a isoniazida, por lo comun se
emprende el tratamiento con cuatro farmacos que son rifampicina, isoniazida,

pirazinamida y etambutol. (13)

La prevencion de la aparicion de organismos multifarmaco-resistentes es una
de las razones del porqué la terapia antituberculosa, sélo con algunas

excepciones, se ha basado en el uso de mas de una droga. (3)

Tratamientos que utilizan una combinacion de drogas han mostrado acelerar la

respuesta a la enfermedad y acortar el tiempo requerido para curarla.

24




Rifampicina e Isoniazida son los farmacos mas empleados en la actualidad.

(20)

La terapia frecuentemente toma un tiempo considerable, y se espera que
nuevos compuestos puedan ser descubiertos y reduzcan la duracion del
tratamiento. Aun son necesarios farmacos que puedan ser efectivos contra el
creciente numero de cepas farmaco-resistentes y contra de bacilos que pueden

permanecer en estado de latencia. (3)

Claramente debe realizarse mucho mas trabajo, incluyendo la adquisicion y
prueba de mas compuestos, si quieren encontrarse mejores alternativas para el

tratamiento. (13)

Sitios de accion de los tratamientos antituberculosos

Tanger B. y colaboradores dividen a las zonas de infeccidon en compartimentos
con la finalidad de explicar en que poblacién especifica de micobacterias actla
cada farmaco. Un componente son los granulomas, caracterizados por una
gran poblacion bacteriana, generalmente en el rango de 10 " — 10 ° organismos
por granuloma; estas lesiones, sin embargo, representan la poblacion donde
naturalmente ocurre la resistencia a farmacos. Los organismos de esta
poblacion tienden a ser multiplicadores rapidos. El pH del ambiente tiende a ser
neutro o alcalino. Sobre esta poblacion actian la isoniazida, rifampicina y
estreptomicina. Un segundo elemento de este modelo es la lesion tisular, que

se cree tiene una poblacién de entre 10 * — 10 ° organismos por cm? de
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superficie infectada. Metabodlicamente, estos organismos son lentos o
intermedios multiplicadores y en algunos casos, pueden permanecer Vivos
mucho tiempo sin multiplicarse. Aqui se tiene un ambiente uniforme con pH
neutro. Sobre esta poblacion actian la rifampicina y la isoniazida. La parte
final es el componente intracelular, la poblacion de macrofagos pulmonares,
compuesta de aproximadamente 10°-10° organismos que son multiplicadores

lentos y se encuentran en un pH acido. (3)

Debido a que la actividad de la Pirazinamida y los aminoglucosidos, farmacos
utilizados en los regimenes modernos, son dependientes del pH (21), estos
actian en determinados compartimientos del modelo planteado. Ya que las
poblaciones de bacterias en macrofagos se encuentran en un ambiente &cido,
la Pirazinamida y los aminoglucésidos actian en estas poblaciones al igual que
la rifampicina y la isoniazida. La pirazinamida y la rifampicina actian en
diferentes poblaciones de bacterias que estan hibernando o son de crecimiento

lento sin embargo, no actian como dos drogas aisladas. (3)

La Unica razdén del porqué la terapia antituberculosa antes de la aparicion de la
rifampicina requeria de 18 meses en vez de los 6-9 meses empleados
actualmente, es que la isoniazida era la Unica droga disponible que era capaz,
después de mucho tiempo, de matar organismos relativamente
metabdlicamente inactivos (dentro de macréfagos), Debido a que su efecto es

lento, ha tenido que ser administrado por un largo periodo de tiempo. Los
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régimenes para tratar la tuberculosis deben incluir agentes que son
bactericidas en contra de las bacterias de multiplicacion rapida y lenta y que
puedan prevenir la aparicion de bacilos farmaco-resistentes. El fracaso de la
terapia radica en dos diferentes problemas. Un problema es la seleccion de los
organismos multifarmaco-resistentes que ocurre naturalmente en el ambiente,
de manera gradual y en una gran poblacion de organismos multiplicadores
rapidos. El segundo, y mas comun de los fracasos, es en la persistencia de los

organismos de los otros compartimientos. (3)

Isoniazida

Después de ingestibn o aplicacion parenteral, la isoniazida se absorbe
facilmente. La isoniazida se difunde facilmente en todos los liquidos y células
corporales. Se sabe que 75 a 95% de la dosis de isoniazida se excreta en la
orina. La isoniazida sigue siendo el farmaco mas importante a nivel mundial
para tratar todos los tipos de tuberculosis. La dosis diaria recomendada es de 5
mg/kg de peso via oral hasta un maximo de 300mg. Se ha calculado que la
incidencia de reacciones adversas a la isoniazida es de 5.4%, en mas de 2000
individuos; las mas notables fueron erupciones, fiebre, ictericia y neuritis
periférica. (12)

La isoniazida es bacteriostatica de los bacilos “en etapa de reposo”, pero es
bactericida si estan en fase de divisidon rapida. El farmaco muestra selectividad
extraordinaria por las micobacterias. La isoniazida penetra en las células
facilmente y tiene la misma eficacia contra los bacilos intracelulares en fase de
crecimiento, que contra los que se multiplican en medios de cultivo. Se

desconoce el mecanismo de accion de la isoniazida, pero se han planteado
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algunas hipotesis que incluyen los efectos que ejerce en lipidos, biosintesis de

acido nucleico y glucdlisis. (12)

En pacientes tratados con una droga simple como parte de su terapia inicial, el
uso de isoniazida produce aproximadamente una tercera parte de logaritmo por
dia de la reduccion en la carga bacteriana después de los primeros dos dias

de tratamiento (22)

No se ha sabido de resistencia cruzada entre la isoniazida y otros
medicamentos sin embargo, se conoce que el mecanismo de resistencia se
encuentra dentro del gen inhA de la micobacteria que interviene en la
biosintesis del &cido micélico.(12) En promedio, uno de cada 10° de bacilos de
la tuberculosis mostraran resistencia genética a la isoniazida cuya mutacién
que confiere dicha resistencia es AGC315ACC (Ser-Thr) en el gen katG. (23)

La isoniazida es critica en la terapia temprana; su actividad bactericida reduce
rapidamente las cuentas viables en esputo porque es altamente activa en
contra de los organismos que crecen aerébicamente en las cavidades

pulmonares. (13)

Rifampicina

Una vez absorbido el farmaco, en las vias gastrointestinales, ésta es eliminada
rapidamente por la bilis. Por la orina se excreta incluso 30% y por las heces 60
al 65%. La vida media de la rifampicina varia de 1.5 a 5 h. La rifampicina se

distribuye por todo el organismo y aparece en cifras eficaces en muchos
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organos Yy liquidos corporales. Es uno de los antifimicos mas eficaces de los
que se dispone. La rifampicina, tiene la capacidad de esterilizar rapidamente

las lesiones tuberculosas en sistemas biologicos. (24)

La dosis de rifampicina para tratar la tuberculosis en adultos es de 600mg una
vez al dia. Nunca debe utilizarse sola la rifampicina contra dicha enfermedad
por la rapidez con que puede surgir resistencia de las micobacterias. Las
reacciones adversas mas comunes son erupciones, fiebre, ndusea y vomito asi

como la aparicion de ictericia. (12)

La rifampicina es un antibiético macro ciclico producidos por Streptomyces
mediterranei. La rifampicina bloquea la proliferacion de casi todas las bacterias

grampositivas y también otras gramnegativas como Escherichia coli. (12)

Tres meses después de que la terapia con rifampicina se ha detenido, hay una
reduccion en el nimero de organismos persistentes en los ratones tratados con
este farmaco. (3)

Esta observacion soporta el hecho de que la rifampicina estd actuando

rapidamente en la poblacién de multiplicadores lentos en los macréfagos. (3)

La rifampicina inhibe a la RNA polimerasa dependiente de DNA de la
micobacteria para formar un complejo enzima-farmaco estable que suprime el
comienzo de la formacién catenaria en la sintesis de RNA. El sitio de accién de
la rifampicina es la sub unidad beta de este complejo enzimatico. La rifampicina

es bactericida en microorganismos intracelulares y extracelulares. (12)
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Las micobacterias, pueden presentar resistencia a la rifampicina a muy breve
plazo in vitro y uno de cada 10" a 108  bacilos de la tuberculosis es resistente
al farmaco. La mutacion que confiere resistencia a rifampicina es TCG531TTG
(Ser-Leu) en el gene rpoB (23). La resistencia microbiana a la rifampicina se
debe a una alteracion de la enzima objetivo de accion del farmaco, que es la

RNA polimerasa que depende de DNA.(12)

Etambutol

Se sabe que 75 a 80% de una dosis oral de etambutol se absorbe en tubo
digestivo. La vida media del medicamento es de tres a cuatro horas. En término
de 24 horas, 75% de una dosis oral de etambutol se excreta sin modificaciones

por la orina. (12)

Practicamente todas las cepas de M. tuberculosis son sensibles al etambutol.
Suprime la proliferacion de casi todos los bacilos de tuberculosis resistentes a
Isoniazida y a estreptomicina. La resistencia al etambutol surge con gran
lentitud in vitro. El farmaco es tuberculostatico. Se desconoce el mecanismo
exacto de la accién del etambutol, pero se ha demostrado que afecta el
metabolismo de los acidos nucleicos e inhibe especificamente la arabinosil
transferasa de la micobacteria, impidiendo o perturbando la formacion de
arabinogalactosa y del lipoarabinomanano, que son elementos basicos y

forman parte de los glicolipidos dominantes de la envoltura de M. tuberculosis.
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La resistencia bacteriana al farmaco surge in vivo cuando se administra sin que

se use de modo concomitante otro compuesto eficaz. (12)

El etambutol se ha utilizado con notables resultados en el tratamiento de
diversas formas de tuberculosis. El etambutol ha sustituido esencialmente al
acido paramino salicilico. La dosis habitual para adultos es de 15 mg/kg de
peso. El etambutol produce muy pocas reacciones adversas algunas de ellas

son: disminucion de la agudeza visual, erupciones y fiebre. (12)

Pirazinamida

La pirazinamida se absorbe satisfactoriamente en vias gastrointestinales y se
distribuye en todo el cuerpo. Se excreta en orina. Se desconoce el mecanismo

de accion de este producto. (12)

La pirazinamida muestra actividad bactericida in vitro s6lo en un medio
levemente &cido. Los bacilos tuberculosos dentro de los monocitos in vitro son
destruidos. Si se usa el medicamento solo, surge rapidamente resistencia (12),
sin embargo, es capaz de matar al 97% de las bacterias iniciales en el

transcurso de las primeras dos semanas de tratamiento cuando es asi. (25)

En animales tratados con Pirazinamida, virtualmente todos los pulmones estan

esterilizados en 6 meses, y en 12 meses esencialmente todos los animales

tienen cultivos negativos en sus pulmones. (24)
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La pirazinamida se ha vuelto un componente importante de la terapéutica
antifimica a base de varios farmacos y por lapsos breves. La dosis diaria para
adultos es de 15 a 30 mg/kg de peso. El efecto adverso mas frecuente de la

pirazinamida es el dafio al higado. (12)

Tratamiento de multifarmaco-resistencia

Tener multifarmaco-resistencia substancialmente incrementa el riesgo de que
los tratamientos fracasen y por tanto aumenten las probabilidades de muerte.
Personas que estan particularmente en alto riesgo incluye aquellos con historia
de tratamientos previos antituberculosos, aquellos que vivan en areas de alto
riesgo y pacientes o trabajadores de la salud en donde ha habido transmisién

epidémica de cepas resistentes. (20)

Para pacientes con estas caracteristicas es importante administrar al menos 4
farmacos a los que la micobacteria sea sensible- usualmente tres farmacos
orales y uno inyectable. Generalmente, un farmaco inyectable como un
aminoglucésido, es administrado por 3-6 meses después de la conversion
inicial de los cultivos de esputo de positivo a negativo, y el paciente continta
tomando aminoglucésidos orales de 15-18 meses después de la Ultima
baciloscopia positiva. La combinacion de pirazinamida y ofloxacin ha mostrado

tener un efecto antibacterial intramacrofagico eficiente. (20)
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Nuevos Farmacos

El principio Darwiniano de la seleccion natural predice que las cepas de
tuberculosis resistentes a farmacos continuaran aumentando. Es por ello que la
Investigacion en nuevas formas de tratamiento es de suma importancia. Las
fluoroquinonas son los nuevos agentes mas promisorios para el tratamiento de
la tuberculosis. Otros agentes terapéuticos incluyen otras clases de farmacos
como las oxaolidinonas, tratamientos que afectan al sistema inmune, vacunas,

etc. (26)

Los cambios inmediatos para el control de la tuberculosis incluyen el uso de
régimenes que sean mas cortos o que requieran que los pacientes tomen los
farmacos menos frecuentemente. Idealmente, futuros régimenes tendran
ambas caracteristicas - esto es, un régimen de una toma semanal que

solamente dure 4 meses. (19)

Es crucial que farmacos nuevos, mas eficientes y menos téxicos sean

descubiertos para reemplazar aquellos que ya no resultan eficientes debido a

la farmaco-resistencia. (19)
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Multifarmaco—-resistencia

La resistencia ocurre en virtualmente todas las poblaciones de bacilos de
tuberculosis que no han sido expuestos a drogas antituberculosas. (3) M.
tuberculosis crece bajo condiciones de estrés dentro de las células, y estas
condiciones pueden proveer un trasfondo hipermutable, que permite la

resistencia mas facilmente. (16)

El bacilo de la tuberculosis adquiere mutaciones cromosomales al azar que lo
han hecho resistente a cada droga usada para tratar la tuberculosis.
Afortunadamente estas mutaciones son infrecuentes. (8) La frecuencia de
mutacion de genes individuales varia significativamente entre genes. La razon
de estas variaciones no es conocida, pero podria estar relacionada con la

influencia de de las secuencias locales de DNA. (16)

Algunos organismos de M. tuberculosis resistentes debieron preexistir. La
heterorresistencia puede representar variaciones naturales en la poblacion y
puede ser un importante mecanismo para la emergencia de resistencia. Lo que
aun no es claro es porque cada paciente tiene una poblacion heterorresistente
0 es sOlo encontrada una cepa con un incremento a la resistencia. (16)

La presencia de cavidades pulmonares, que permiten el crecimiento de
bacteria en sitios que estan protegidos de la penetracion de los agentes
antituberculosos en concentracion adecuada, también favorece la aparicion de

resistencia bacteriana. (16)
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Pacientes con tuberculosis sin complicaciones, que reciben tratamiento
inadecuado, proveen una seleccidn que resulta ventajosa para los mutantes
resistentes porque la bacteria puede estar expuesta a monoterapia,
permitiendo la aparicion de resistencia a agentes simples, por lo que la terapia
combinada es necesaria como proteccion. Las complicaciones clinicas como el
enfisema y la departamentizacion extensiva permiten que una gran poblacion
permanezca en un compartimiento en donde los farmacos no pueden penetrar.

(16)

Adquirir resistencia a las drogas es casi siempre causado por un tratamiento
inadecuado. Esto puede incluir la suspension del paciente para tomar sus
drogas, errores al prescribir, ineficiencia de los sistemas de salud para
suministrar las drogas de forma efectiva o, raramente, una mala absorcion de

las drogas. (20)

Se ha asumido que el riesgo de que un organismo adquiera resistencia a dos
agentes, es el producto del riesgo de adquirir resistencia a cada uno por
separado. El riesgo de que emerjan mutantes en pacientes, depende en parte a
este riesgo y a la carga de la poblacion bacteriana en los diferentes
compartimentos. (16)

El tipo de mutacion que surge, depende de la concentracion de antibiético. Se
ha mostrado que a diferentes concentraciones de antibiéticos, diferentes
espectros de mutantes son seleccionadas. La proporcion en que surge la
resistencia difiere entre todos los agentes antituberculosos, siendo mayor para

etambutol y menor para rifampicina y quinolonas. (16)
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En pacientes infectados con un organismo que ha adquirido resistencia a un
agente, es mas probable que este adquiera resistencia a otro antibiético. Una
vez que un determinante de resistencia se ha adquirido, un segundo, es mas
facil de adquirir, y si el paciente continGa interrumpiendo su terapia y hay poca
concentracion de farmaco activo disponible para suprimir la aparicion de

mutantes resistentes, estos emergeran. (16)

A pesar del gran numero de diferentes mutaciones posibles, tres son
encontradas en mas del 70% de los aislados clinicos. Algunas cepas
resistentes pueden permanecer en un paciente siendo tratado, ya que la cepa
mas capacitada para sobrevivir y dominar en el cultivo clinico, es determinada
por el déficit fisiolégico impuesto en la cepa por la mutacion. Algunos autores
concluyen que el grado de resistencia es relativo a la virulencia de las cepas,
pero se ha encontrado que cepas con un alto grado de resistencia fueron

menos virulentas. (16)

La aparicion de cepas multifarmaco-resistentes de M. tuberculosis, por ejemplo,
resistentes al menos a isoniazida y rifampicina, ocasiona serios problemas al
control de la tuberculosis e incrementa la demanda de nuevas quimioterapias.
Fluoroquinonas, agentes como la ciprofloxacina y la ofloxacina son eficientes
en contra de M. tuberculosis, incluyendo las infecciones causadas por cepas

multifarmaco-resistentes. (28)
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La farmaco resistencia en tuberculosis posee un significado importante para la
salud humana, es importante entender como emerge, para poder revertirla. (19)
La base genética de la resistencia a algunos agentes antituberculosos no es
completamente conocida por lo que hay una considerable cantidad de
investigacion que realizar con respecto a los mecanismos mediante los cuales

la resistencia es adquirida. (16)
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UCI-05 Y UCI-14

Estos son unos agentes lipidicos antituberculosos sintéticos seleccionados de

una serie de 16 aminoalcoholes y diaminas lipidicas.

t
H2 CH3 T
13 / CH3
Et 13
OBn
UCI-05
OBn
UCI-14

Todas las investigaciones de los compuestos y la sintesis fueron realizadas en
la Universidad de Salamanca, Espafa. Aunque aun no se han realizado
suficientes estudios, se cree que el efecto antimicrobiano de estos compuestos
podria radicar en la interaccion con los lipidos de la membrana de M.
tuberculosis principalmente con los acidos micélicos, fosfolipidos exteriores y
fosfolipidos de la membrana. También se ha observado que tienen efecto sobre
la inhibicion de la fosfolipasa A2 por lo cual podrian actuar como
inmunomoduladores. Se realizaron las pruebas de actividad antimicrobiana in
vitro y la determinacion de la toxicidad aguda en ratén en el Centro de

Investigaciones Biomédicas del Noreste- IMSS.

Los resultados arrojados por las pruebas de actividad in vitro demuestran
actividad contra la cepa virulenta H37Rv y contra una cepa multifarmaco-

resistente (resistente a estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol y
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pirazinamida) siendo la concentracion minima inhibitoria (MIC) de 1.25ug/mL
para ambas cepas. También fueron realizadas pruebas de solubilidad del
compuesto, siendo el mejor vehiculo el aceite de maiz, mediante el cual, se
realizaron las pruebas de toxicidad aguda en ratén de la que se obtuvo que
utilizando dosis de hasta 2g/kg de los compuestos no se observod toxicidad
aguda. Las perspectivas para realizar mas investigaciones abarcan la
realizacion de las pruebas de toxicidad crénica, actividad anti tuberculosa en
macrofagos, realizar la farmacocinética, genotoxicidad, mecanismo de accion y

finalmente los ensayos clinicos. (29)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ya que la tuberculosis es una enfermedad ampliamente distribuida y que han
surgido cepas mutantes multifarmaco-resistentes se ha convertido en una
necesidad primordial, el desarrollo de nuevos farmacos que puedan ser mas

eficientes que los actuales para combatir esta enfermedad.

El farmaco probado en este estudio resultd ser activo in vitro contra M.
tuberculosis H37Rv y una cepa multifarmaco-resistente, con una MIC baja y
presentd una toxicidad en raton muy baja. Es por todo ello que resulta
promisorio el realizar pruebas in vivo del farmaco que pudiera fungir como un
adyuvante en el tratamiento convencional y una opcion muy valiosa para el

tratamiento de infecciones con cepas multifarmaco-resistentes.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad in vivo de los compuestos UCI-05 y UCI-14
mediante la medicién del porcentaje de las areas neumonicas y la
cuantificacion de unidades formadoras de colonias en un modelo murino

de tuberculosis.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar si los compuestos UCI-14 y UCI-05 son capaces de reducir el
dafio tisular provocado por la enfermedad.

Evaluar si los compuestos UCI-05 y UCI-14 tienen un efecto bactericida
contra Mycobacterium tuberculosis en un modelo murino.

Evaluar si los compuestos UCI-05 y UCI-14 tienen actividad bactericida
contra una cepa multifarmaco-resistente en un modelo murino.

Evaluar si los compuestos UCI-05 y UCI-14 tienen respuesta en

combinacion con los farmacos convencionales.

41



HIPOTESIS

Los compuestos UCI-14 y UCI-05 son capaces de reducir el dafio tisular
provocado por la enfermedad.

Los compuestos UCI-05 y UCI-14 tienen un efecto bactericida contra
Mycobacterium tuberculosis.

Los compuestos UCI-05 y UCI-14 tienen actividad bactericida contra una
cepa multifarmaco-resistente.

Los compuestos UCI-05 y UCI-14 tienen respuesta en combinacion con

los farmacos convencionales.
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MATERIALES Y METODOS

Crecimiento de las Mycobacterias y preparacion para la

inoculacidon en ratones

Se tomod una colonia de micobacterias del medio Lowestein-Jensen y se colocé
en un tubo con perlas de vidrio estériles y medio estéril que se prepard segun
las indicaciones del fabricante. Se homogenizd, se vertio a botellas de cultivo y
se agitdé con vortex. Se tomo el sobrenadante y se colocd en medio 7H9 que
se puso en agitacion a 37°C. Se detuvo la incubacion cuando los cultivos
alcanzaron la fase logaritmica de crecimiento. Se transvasaron los cultivos de
micobacterias a tubos de 50 ml que se centrifugaron. Se elimin6é el
sobrenadante y se resuspendi6 el boton de células en PBS -Tween 80 0.05% y
se dejaron en agitacién a 37 °C toda la noche. Se agitaron los tubos con vortex
1 min. y se dejaron reposar 1 min. Se repitié esto 10 veces y se centrifugo a
2500 rpm por 15 min después de lo cual se lavo el botdon con PBS estéril y se
resuspendio. Se tomo una alicuota y se diluyé 1:100. De esta dilucion se tifio
con Zielh-Neelsen para contar. Se ajusto a 10’ con PBS estéril, se dividié en

alicuotas y se guardo a -70 °C hasta su uso.
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Procedimiento de infeccion intratragueal y almacenamiento de
ratones

La cepa virulenta de referencia M. tuberculosis H37Rv fue adquirida de la
ATCC, mientras que la cepa MDR fue donada por el Dr. Salvador Said del
Instituto de Investigaciones Biomédicas del Noreste del IMSS. Antes de usarlas
las bacterias fueron recontadas y su viabilidad fue corroborada como se

menciono antes.

Ratones machos BALB/c de 6 a 8 semanas de edad fueron anestesiados con
56 mg/Kg. de pentotal sédico administrado por via peritoneal, la traquea se
expuso quirurgicamente y a través de ella se inyectaron con jeringa de insulina
2.5 x 10° bacterias viables suspendidas en 100 pul de PBS. Posteriormente la
incision quirdrgica se suturé con seda estéril. Los ratones infectados se
almacenaron en cajas con microaisladores conectados a un sistema de presidn
negativa. Todo este procedimiento y los sacrificios posteriores se realizaron

siempre en campanas de seguridad biologica P3.

Después de dos meses de infeccion los animales fueron distribuidos al azar en
grupos de 10 animales. Los grupos experimentales fueron:
1.- Grupo control que solo recibié el diluyente (PBS estéril).
2.- Grupo infectado con cepa H37Rv tratado con el nuevo producto con
actividad antimicrobiana (por separado UCI-05 y UCI-14 a una dosis de

10mg/kg).
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3.- Grupo infectado con cepa H37Rv tratado con antibidticos convencionales
antituberculosos: rifampicina (10 mg/Kg.), isoniazida (10 mg/Kg.), vy
pirazinamida (30 mg/Kg.), administrados diariamente por sonda intragastrica,
4.- Grupo infectado con cepa H37Rv tratado con el nuevo producto con
actividad antimicrobiana mas antibioticos convencionales anti-tuberculosos.

5.- Grupo infectado con la cepa MDR tratado con el nuevo producto con
actividad antimicrobiana (UCI-05 a una dosis de 10mg/kg)).

6.- Grupo control infectado con la cepa MDR que solo recibe el diluyente (PBS

estéril).

Preparacion del tejido pulmonar para estudio histologico y

morfomeétrico.

Para estudio histoldgico, los pulmones de cuatro ratones en dos meses de
tratamiento fueron fijados por perfusion intratraqueal con formaldehido al 10%
disuelto en amortiguador de fosfatos salino (PBS), el tejido fue deshidratado
con alcoholes de concentracién creciente, se incluyeron en parafina, se
cortaron a 5 um de espesor y se tifieron con hematoxilina y eosina. En estas
laminillas histolégicas se determiné la superficie pulmonar afectada por
neumonia, utilizando un equipo automatizado de analisis de imagen Zidas

Zeiss (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK) y Q500IW Leica.

45



Cuantificacion de bacterias vivas en el pulmoén por

determinacion de unidades formadoras de colonia (UFC)

Se preparé medio Middlebrook 7H11 (Difco Labs, Detroit, MI, USA) segun las
indicaciones del fabricante, se adicion6 glicerol, se esteriliz6 y se adiciono
enriquecimiento OADC. Se vertid en cajas petri (13 mL aprox.), se dejo gelificar
y se pusieron a prueba de esterilidad a 37°C por 24 horas. Se guardaron en

refrigeracion hasta su uso (no mas de una semana).

El pulmén derecho o izquierdo de cuatro ratones a 2 meses de tratamiento se
usaron para cuantificar el numero de bacterias viables. Los pulmones se
homogenizaron con un poltrén (Kinematica, Luzern, Switzerland) en tubos
Falcon estériles con solucion salina. Se lavo la punta del politrén antes y

después de homogeneizar cada muestra.

Una vez homogenizados los tejidos se tomaron alicuotas de 450 L, diluyendo

1:10 en forma seriada en tubos Eppendorf (107, 102, 102 etc.) y se
sembraron 20 uL de las diluciones preparadas asi como del concentrado, todo
por duplicado. Una vez absorbida la gota, se invierten las cajas y se incuban a

37°C, 5% de CO, y se leen alos dias 15y 21.

Se contd el numero de colonias con las siguientes caracteristicas:

Blancas, secas, planas y de bordes irregulares.
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Analisis Estadistico

El andlisis de los datos se realizo con la ayuda del software Sigma Stat Versién
2.0 1992/ 1997 SPSS. Se realizo un analisis de ANOVA por una via para el
analisis de la morfometria y las Unidades Formadoras De Colonias para
apreciar las diferencias entre grupos experimentales y se realizo la prueba de
Dunnett para comparar los grupos con un control experimental. En el caso de
las cepas MDR se realizo una prueba de T de student para comparar los dos

grupos experimentales disponibles.
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RESULTADOS

Nombre del Media Desviacién ANOVA Por Prueba de
Grupo Estandar una via (P) Dunnett (P)
Control 14.38 2.685 0.009 | -
UCI-14 14.30 2.955 0.009 >0.05
UCI-05 11.41 0.826 0.009 >0.05
14-ATB 3.27 1.241 0.009 >0.05
5-ATB 2.36 0.079 0.009 <0.05

ATB 5.18 0.015 0.009 >0.05

Tabla A. Grupos experimentales evaluados y las pruebas estadisticas
realizadas.

Actividad in vivo de los compuestos UCI-05 Y UCI-14
Infeccion con la cepa H37Rv

20

18 A

o 1

14 A

12 A T

10 A

% de area neumonica

0 T T T T T T
CTR UCI-14 UCI-05 14-ATB 5-ATB ATB

Grafico 1. Compuestos UCI-05 y UCI-14 administrados a una dosis de 10mg/kg . El
porcentaje de  neumonia fue medido por un equipo automatizado de analisis de
imagen Zidas Zeiss (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK) y Q500IW Leica. Las barras representan
los grupos experimentales con su desviacion estandar. Las barras que tienen *

presentan diferencia significativa entre grupos.
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Nombre del Media Desviacion ANOVA Por Prueba de
Grupo Estandar una via (P) Dunnett (P)
Control 32666.66 5507.57 <0.001 | = —mmmeeee-
UCl-14 9333.33 7637.62 <0.001 <0.050
UCI-05 2166.66 2929.36 <0.001 <0.050
14-ATB 2500 2598.07 <0.001 <0.050
5-ATB 333.33 576.77 <0.001 <0.050

ATB 1000 576.77 <0.001 <0.050
Actividad in vivo de los compuestos UCI-05 y UCI-14
Infeccion con cepa H37Rv
50000
40000 *
”g 30000 -
<
(2]
(&
% 20000 *

10000 -

*

*

CTR

UClI-14 UCI-05

%%**%

14-ATB 5-ATB ATB

Gréfico 2. Compuestos UCI-05 y UCI-14 administrados a una dosis de

10mg/kg. Las barras representan los grupos experimentales con su

desviacion estandar. Las barras que tienen * presentan diferencia significativa

entre grupos.
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Nombre del Media Desviacion Prueba T de
Grupo Estandar student
Control 319.5 49.80 0.009
UCI-05 165 63.45 0.009

Tabla C. Grupos experimentales evaluados y las pruebas estadisticas
realizadas.

Efecto del compuesto UCI-05.
Infeccion con cepa MDR.
1mes de tratamiento

400

T*

300 -

200 A “V *

100 A

UFC's X 10°

0 T T
CONTROL UCI-05

Grafico 3. Compuesto UCI-05 administrado a una dosis de 10mg/kg. Las
barras representan los grupos experimentales con su desviacion estandar.

Las barras que tienen * presentan diferencia significativa entre grupos.

50



Nombre del Media Desviacion Prueba T de
Grupo Estandar student
Control 513.75 56.62 <0.001
UCI-05 181.75 17.95 <0.001

Tabla D. Grupos experimentales evaluados y las pruebas estadisticas
realizadas.

Efecto del compuesto UCI-05.
Infeccion con cepa MDR.
2 meses de tratamiento

600

K

500 A

400 +

™
(@]
—
x
® 300 -
(@)
e *
D
200 A T
100
0 T T
CONTROL UCI-05

Gréfico 4. Compuesto UCI-05 administrado a una dosis de 10mg/kg.
Las barras representan los grupos experimentales con su desviacion
estandar. Las barras que tienen * presentan diferencia significativa

entre grupos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa y contagiosa, que ataca
principalmente a los pulmones, pero puede comprometer a cualquier otra parte

del cuerpo. (30)

Esta enfermedad es causada por Mycobacterium tuberculosis. Este organismo
tiene un tiempo de replicacion prolongado, aproximadamente 20 horas (3).La
caracteristica quimica mas llamativa de las micobacterias es la abundancia de

lipidos en la pared celular. (5)

Se estima que, aproximadamente un tercio de la poblacibn mundial esta
infectada por Mycobacterium tuberculosis, ocurriendo més de 10 millones de
casos nuevos y 3.5 millones de muertes por esta causa. Para América Latina,
los casos nuevos son de alrededor de 650 mil por afio y 50 mil defunciones.(1)
En México se observa una incidencia que se ha incrementado en los Ultimos 5
afios, aprecidandose un aumento del 24% en el nimero de casos y las tasas de

morbilidad se modificaron de 14 a 18.7 casos por cada 100,000 habitantes.(30)

México introdujo el esquema de tratamiento primario de corta duracion con la
administracion de tres farmacos: isoniazida, rifampicina y pirazinamida, con
reduccion del periodo de tratamiento de 12 a 6 meses, que comprobd una
eficacia mayor al 90% de curacion, lo que previene la farmaco resistencia al

evitar la monoterapia.(30)
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Debido a todo el preambulo anterior es que es necesaria la investigacion en
nuevos farmacos que sean mas eficaces contra esta enfermedad en menos
tiempo. Los compuestos que se prueban en este ensayo son totalmente
novedosos; las pruebas de toxicidad in vitro, demuestran su alta actividad

contra Mycobacterium tuberculosis teniendo poca toxicidad en raton. (29)

La finalidad de este trabajo es la evaluacion de dos nuevos compuestos
antituberculoso (UCI-O5 y UCI-14) que podrian ser efectivos contra cepas
multifarmaco-resistentes y tener mejores resultados bactericidas que el

esquema convencional (isoniazida, rifampicina y pirazinamida).

Para la realizacion de este experimento se empleé un modelo animal murino
debido a que proporciona una gran cantidad de ventajas con respecto a otros
modelos animales existentes para estudiar la tuberculosis. (4) EI modelo
empleado ha sido finamente estandarizado de tal manera que se han podido
identificar las fases de la enfermedad con sus caracteristicas
inmunopatologicas y se ha probado su efectividad en mdltiples estudios, no
sélo en la busqueda de nuevos farmacos con actividad antimicrobiana sino

para ampliar los conocimientos existentes sobre la tuberculosis (31, 32,33)

Las mediciones de la efectividad del farmaco se realizaron a través de la carga
bacteriana viable existente en los pulmones de los ratones después de la

administracion del farmaco y la medicién del porcentaje de nheumonia presente
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también bajo las mismas condiciones. Esto es debido a que se considera que
un farmaco efectivo debe de ser capaz de matar la mayor cantidad de bacterias
posible y, como consecuencia, reducir el dafio que estas provocan en el
pulmén que principalmente se aprecia como una neumonia generalizada y la
aparicion de granulomas. (31) Se decidid no medir la cantidad de granulomas
debido a que este modelo animal no reproduce los granulomas como los de la

enfermedad humana (4).

El tiempo al cual se realizaron dichas mediciones fue a los 2 meses después de
la infeccion debido a que en este tiempo se ha logrado consolidar un infeccién
cronica en el animal que es la etapa en la que por lo regular se diagnostica a
los pacientes y por ello es que resulta importante que el farmaco sea efectivo

bajo estas condiciones (31).

Los farmacos probados en este estudio ya habian sido estudiados en su
capacidad bactericida contra Mycobacterium tuberculosis in vitro y en su
toxicidad por lo que ya se sabia que estos eran eficientes (29) y podria resultar
prometedores in vivo lo cual resultdé gratamente comprobado mediante este

estudio.

Por el momento no se han realizado estudios sobre el posible dafio
histopatoldgico que los farmacos por si mismos pueden producir, sin embargo,

las pruebas de toxicidad realizadas en ratén arrojaron que estos farmacos no
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presentaron toxicidad aguda hasta a dosis de 2g/kg con una MIC de

1.25ug/mL (29)

Los resultados obtenidos indican una disminucién significativa estadisticamente
de la carga bacteriana viable en los pulmones con respecto a un control siendo
el farmaco mas eficaz el UCI-05 ya que éste disminuye la carga bacteriana de
aproximadamente 35 a 2 millones de unidades formadoras de colonias
(UFC’s). El farmaco UCI-14 también logré disminuir las UFC's de forma
estadisticamente significativa de aproximadamente 35 a 9 millones de UFC's.
Lo que esto nos indica es su alta capacidad bactericida, que aunque ya habia
sido probada in vitro, en este ensayo in vivo, corrobora su efectividad matando
una gran cantidad de bacterias alojadas en los pulmones de los ratones. No se
sabe exactamente a que poblaciones bacterianas afecta el farmaco, si son las
tisulares, las que estan dentro de los granulomas o las de los macrofagos, sin
embargo, dentro de las perspectivas de este trabajo se encuentra la
determinacion de la capacidad del farmaco para actuar sobre macréfagos

infectados para observar su capacidad de actuar intracelularmente.

Otro objetivo que se planted fue el estudiar si estos farmacos podrian funcionar
como adyuvantes al tratamiento convencional (isoniazida, rifampicina,
pirazinamida) siendo efectivos en combinacion con éstos; esto se realizo
administrando el farmaco de estudio mas el tratamiento convencional a la par
de un control de antibi6ticos para poder realizar la comparacion. Los resultados
indican una diferencia significativa estadisticamente entre los grupos

estudiados siendo nuevamente el farmaco UCI-05 mas antibi6ticos
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convencionales los que lograron disminuir en mayor cantidad las UFC’s de 6.6
x 10° a 3 X 10’ aproximadamente. En este caso el farmaco UCI-14 no fue
capaz de disminuir la carga bacteriana mas que el esquema de farmacos
convencionales. Nos parecié muy interesante adicionar este grupo de estudio a
nuestro trabajo ya que, aunque el esquema convencional ha mostrado una
efectividad de hasta el 90% de cura, éste sigue necesitando al menos 6 meses
de tratamiento, que en ocasiones dificulta el apego y la consistencia
provocando con ello, que éste fracase y pueda presentarse la aparicion de
cepas multifarmaco- resistentes. A lo que nosotros apostamos es a aumentar la
potencia y efectividad del esquema convencional con el farmaco UCI-05 y con
ello reducir el tiempo de tratamiento que comunmente es necesario para curar

esta enfermedad.

Otro pardmetro estudiado fue la morfometria para la cual se obtuvo que sélo el
tratamiento de UCI-05 mas antibibticos convencionales resulto
estadisticamente significativo con respecto a un control no tratado. Los graficos
muestran una tendencia a la disminucion del porcentaje de areas neumonicas
en todos los demas grupos experimentales, especialmente en aquellos en los
que se emplean los farmacos de estudio mas el esquema convencional, sin
embargo, no fue posible realizar la comparacion estadistica de estos grupos
debido a la pequefia cantidad de datos obtenidos del experimento por lo que se
sugiere realizar nuevas mediciones con la finalidad de poder ser concluyente

con la ayuda de la estadistica. Una desventaja de este método de medir la
efectividad de un farmaco es la subjetividad que se tiene al realizarla ya que la

experiencia juega un papel fundamental para poder discernir morfolégicamente
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las areas neumonicas de otros dafios titulares que pueden estar presentes en
una preparacion. Este parametro se emplea para observar la mejoria que
conlleva la disminucion de la carga bacilar viable en los pulmones, sin
embargo, con fines de la evaluacion de la efectividad del farmaco podria no ser
un indicador directo de ello, ya que las lesiones pueden no sanar
inmediatamente después de que las bacterias han sido eliminadas y también
pueden deberse a la respuesta del propio organismo a la enfermedad, lo cual

puede variar significativamente entre cada individuo.

Otro de los objetivos fue probar los farmacos contra una cepa MDR, cabe
mencionar que para la realizacién de este experimento se eligido solamente el
farmaco que mostré mayor efectividad en las pruebas anteriores, siendo el
elegido UCI-05, también se decidié probar al farmaco a 1 y 2 meses de
tratamiento debido a que la progresion de la enfermedad es distinta con este
tipo de cepas y que se requiere saber a que tiempo es que el farmaco es mas
efectivo o si es capaz de reducir las cuentas viables de bacterias en un menor

tiempo.

Los resultados observados muestran una disminucion estadisticamente
significativa de las cuentas viables de bacterias resistentes a los farmacos
convencionales a 1 y 2 meses de tratamiento con el farmaco UCI-05 lo cual
tiene una implicacién importantisima para el tratamiento de este tipo de cepas

gue hasta ahora han causado una gran cantidad de muertes debido a las pocas

alternativas para su erradicacion.
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Si bien es cierto que en conjunto los resultados mostrados en este ensayo son
muy prometedores para acortar el tratamiento de M. tuberculosis y tratar cepas
resistentes, aun es necesario realizar una gran cantidad de estudios que nos
revelen muchas otras preguntas que surgieron durante la realizacion del
presente experimento ¢ Cual es el mecanismo de accion mediante el cual actia
este farmaco? ¢Es capaz de actuar sobre las bacterias que se encuentren
dentro de los macrofagos? ¢ Su toxicidad cronica sera igual de efectiva que la

aguda? ¢ Cuales seran algunos de sus efectos adversos? entre otras.
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CONCLUSIONES

Los compuestos UCI-05 y UCI-14 no redujeron significativamente el dafio
tisular representado por areas neumonicas por si solos, sin embargo, cuando
fueron administrados en conjunto con el esquema convencional de antibiéticos,
UCI-05 mostré diferencias significativamente estadisticas con respecto a un

control.

Los compuestos UCI-05 y UCI-14 por si solos mostraron un efecto bactericida
contra M. tuberculosis al poder reducir significativamente las cuentas de
bacterias viables en los pulmones de los animales. Al administrarse en
combinacion con el esquema convencional el compuesto UCI-05 fue capaz de
reducir significativamente las cuentas de bacterias vivas en pulmén con
respecto a un control de antibioticos, no obstante, el compuesto UCI-14
también logré un decremento en las cuentas, éste no resulté significativamente

diferente con respecto a su control.

Al probar el farmaco UCI-05 contra una cepa multifarmaco resistente resulto
eficiente al reducir significativamente las cuentas de bacterias vivas en los
pulmones de los ratones infectados con respecto a su control tanto a 1 como a

2 meses de tratamiento.
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