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JUSTIFICACION

El resurgimiento de enfermedades que se creian erradicadas como la tuberculosis
(TB), malaria y parasitosis intestinales, ha ocasionado una emergencia global en lo
que respecta al Sector Salud. Con el paso de los afios, la TB se ha convertido en
una de las principales enfermedades infecciosas en el mundo después del SIDA.
La TB es considerada un desastre médico, econdmico y social de gran magnitud;
en 1993 fue declarada por la OMS como emergencia global y se estima que
actualmente una tercera parte de la poblacion mundial esta infectada con
Mycobacterium tuberculosis (MTB), el agente causal de la TB, y aproximadamente
el 10% de estos se encuentra en riesgo de desarrollar la enfermedad activa, al afio
aparecen 9 millones de casos nuevos y cerca de 3 millones mueren por esta
causa. El tratamiento actual de la TB se basa en la multiterapia empleando cuatro
farmacos de primera linea (isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida); sin
embargo, los tratamientos y diagndsticos inadecuados y/6 incompletos, han dado
origen a la presencia y aparicion de cepas multifarmacoresistentes (MFR), para las
que se utilizan farmacos de segunda linea; estos Ultimos ocasionan severos
efectos secundarios y resultan poco eficaces, por lo que los tratamientos son
prolongados y de elevado costo. Aunado a esto, recientemente se han reportado
casos de TB extremadamente farmacoresistentes (TB-XFR), lo que agrava en
mucho el panorama en cuanto a alternativas para el tratamiento de esta
enfermedad, ya que estos Ultimos casos no responden ante farmacos de primera y

segunda linea.

El incremento de esta problemética y el escaso desarrollo de farmacos antiTB
durante los ultimos treinta afos, ha dado pauta a la creacidon de diversas lineas de
investigacion, entre ellas las dedicadas a la busqueda de medicamentos que
actien contra este padecimiento y/o que reduzcan el tiempo de tratamiento. Esta
busqueda se realiza en fuentes naturales (plantas y/o microorganismos) y
sintéticas; sin embargo, pese a los esfuerzos realizados, a la fecha solo se tienen

dos farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la TB.



Por otro lado, el uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas
afecciones, asi como la potencialidad que representa este recurso para la
obtencion de principios activos, est4 bien documentado. Solo por citar algunos
ejemplos: la vinblastina obtenida de Catharanthus roseus, el taxol obtenido de
Taxus brevifolia y la artemisina aislada de Artemisia annua (con actividad
anticancerigena y antimalarica, respectivamente) son utilizadas en el terapéutica
moderna. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) describe que el 80% de la
poblacién mundial hace uso de este recurso natural para solucionar sus problemas

de salud.

En México, el conocimiento sobre el uso de las plantas es de gran importancia, ya
que es un pais con diversidad floristica y con importante legado histérico sobre
herbolaria medicinal; sin embargo, la exploracion del potencial farmacoldgico de la
flora medicinal es aun escaso, por lo que el estudio quimico-biolégico de este
recurso representa una gran herramienta para la obtencién de compuestos activos

gue ayuden en la lucha contra la TB y diversos padecimientos.

Con base en lo anterior, el presente proyecto propone evaluar el efecto
antituberculoso preliminar de la licarina A en un modelo de TB progresiva, asi
como la toxicidad subaguda en ratones Balb/C. Este compuesto fue aislado del
extracto hexanico y metandlico de Aristolochia taliscana y resulto, de entre otros
aislados el compuesto mas activo contra M. tuberculosis H37Rv, cepas

monorresistentes y MFR de M. tuberculosis.



INTRODUCCION

La TB es una enfermedad infecto-contagiosa provocada por el complejo M.
tuberculosis (M. africanum, M. bovis, M. microti, M. canettii, M. caprae y M.
pinnipedii) (Rivers EC y Mancera RL, 2008; Palomino, 2007), que afecta
principalmente a los pulmones y provoca severas alteraciones en el sistema
inmunoldgico (Hernandez-Pando et al., 2004). Adem4s, la TB también puede ser
causada por micobacterias atipicas entre las que figuran M. avium (principal
oportunista en individuos con VIH/SIDA), el complejo M. avium-intracellulare
(MAC), M. kansasii, M. fortuitum, M. chelanoe y M. smegmatis (Palomino, 2007).
La forma mas comun de la enfermedad es la pulmonar, pero existen
manifestaciones  extrapulmonares (renal, 6sea, meningea, cerebral,
gastrointestinal, pleural, linfatica y miliar) que son de dificil diagnéstico vy

tratamiento (Frieden et al., 2003).

A nivel mundial, se estima que un tercio de la poblacién estd infectada;
anualmente aparecen cerca de 9 millones de casos y 3 millones mueren por este
padecimiento. Estimaciones recientes indican que para el 2020 habra un billén de
personas infectadas, 200 millones podrian desarrollar la enfermedad y 70 millones
moriran por este padecimiento si no se toman las medidas necesarias para su
control (Aziz et al., 2006). Otros estudios han demostrado que entre el 6 y 8 % de
los casos recién infectados, desarrollaran eventualmente alguna forma de TB.
Ademas, los pacientes con VIH/SIDA tienen de 50 a 100 veces mas probabilidad
de desarrollar TB activa, y se estima que del 50 al 60% de pacientes con infeccién
tuberculosa latente (ITBL) y VIH/SIDA acabaran con TB activa (Instituto Nacional

de Salud Publica www.insp.mx).
En México, la TB figura como uno de los principales problemas de salud, por su

elevada incidencia; tan sélo en el 2007 se reportaron 14,454 casos (DGE, 2007),

con una incidencia de 13.7 casos por cada 100 000 habitantes. Sin embargo, la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Rivers%20EC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mancera%20RL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�

OMS, estimo en el periodo del 2002-2007 un total de 27,113 casos anuales (WHO,
2008).

Debido al resurgimiento de la TB en el mundo, la OMS creé en 1993, el programa
Directly Observed Therapy Short Course (DOTS) 06 tratamiento acortado
estrictamente supervisado (TAES), basado en una multifarmacoterapia para el
tratamiento de esta enfermedad, observandose que con el cumplimento del
mismo, se reducen los casos de TB. No obstante, en zonas donde no se tiene una
cobertura total o implementacion adecuada del TAES (no se sigue el régimen de
dosificacion adecuado o se interrumpe el tratamiento), hay un incremento de
casos de MFR. Ante este problema, la OMS implementé el TAES—Plus, el cual
hace uso de medicamentos de segunda linea para el tratamiento de TB-MFR,
siendo méas costoso, prolongado (hasta 24 meses), con severos efectos
secundarios e induce facilmente resistencia. Sin embargo; a pesar de contar con
farmacos de 12 y 22 linea, el problema de la TB continua incrementandose y
recientemente se han reportado en varias regiones del mundo (incluyendo nuestro
pais) casos de TB-XFR, los cuales presentan resistencia a los farmacos de
primera linea, a alguno de los tres aminoglicésidos inyectables de segunda linea
(amikacina, kanamicina 6 capreomicina) y a una fluoroquinolona, por lo que estos
altimos no tienen alternativa de tratamiento incrementado la pandemia y
resaltando asi la necesidad por desarrollar medicamentos antituberculosos que
acorten o mejoren el esquema de tratamiento actual y con mecanismos de accion

diferentes a los existentes (O'Brien y Spigelman, 2005; Lenaerts et al., 2008b).

Hoy en dia, el panorama sobre la busqueda de farmacos alternos para el
tratamiento de la TB apunta hacia tres objetivos: reducir el tiempo de tratamiento
de TB activa, mejorar el tratamiento de TB-MFR y finalmente contar con una
terapia para ITBL (O'Brien y Spigelman, 2005). Es por eso que diversas
instituciones privadas y de gobierno se han dado a la tarea de buscar estas

fuentes alternas y actualmente se cuenta con dos farmacos (rifapentina y



rifabutina) aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para el

tratamiento de la enfermedad.

Dentro de las diversas investigaciones se han encontrado numerosos metabolitos
secundarios de origen vegetal con importante actividad antimicobacteriana in vitro,
pero se desconoce su toxicidad y su efecto antituberculoso in vivo. Asi mismo, los
avances en la tecnologia y métodos de aislamiento han permitido la deteccion de
sustancias activas (Pauli et al., 2005) por lo que compuestos naturales y sintéticos

pueden constituir alternativas para el tratamiento de la TB.



ANTECEDENTES

Agente etiolégico

Mycobacterium tuberculosis, es un bacilo aerobio, no esporulado que mide entre
2-4 uym de largo y 0.2-0.5 ym de ancho, es intracelular facultativo, comunmente
infecta a los macréfagos alveolares y su tiempo de replicacion es de 15-20 horas
(Todar’s online). La micobacteria tiene una estructura constituida por capsula,
pared celular y membrana plasmética (Figura 1). La primera la protege de factores
externos adversos y esta compuesta principalmente por acido micolico y
glicolipidos; esta envoltura juega un papel importante en la patogenia de la TB
pulmonar, en la resistencia a antimicrobianos y en el mecanismo de respuesta

inmune (Gorocica et al., 2005; Herrera et al., 2005).
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Figura 1.-Representacion de la pared celular de M. tuberculosis. Tomado de Gorocica y cols, 2005.
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La pared celular estd compuesta por lipidos (50-60%), por el complejo
macromolecular llamado factor cuerda y por acidos micdlicos; los cuales contienen
glicolipidos y en particular trehalosa-6,6"-dimicolato (TDM), implicado en un
importante numero de procesos inmunoldgicos (Karakousis et al., 2004);
arabinogalactano, y peptidoglucano, los cuales brindan un caracter hidrofébico;
ademas, de conferir proteccion. La membrana plasmatica es semejante al resto de
las bacterias, con la diferencia de presentar fosfolipidos altamente glicosilados que
dan lugar al lipoarabinomanano (LAM) que esta compuesto de varias partes: un
nacleo sacarido (NS), comun en todas las especies de micobacterias y unidades

repetitivas de D-manano y D-arabinomanano; este nucleo se encuentra anclado a

1
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una molécula de fosfatidil-mio-inositol. Algunos residuos de carbohidratos del NS
se encuentran ramificados y dan lugar a dominios terminales, en los cuales existen
diferencias que dan lugar a tres tipos de LAM (Figura 2): 1) ManLAM, este
dominio presenta una extensa capa de manosa en el arabinano terminal y fue
encontrado en las cepas MTB virulentas Erdman, H37Rv y en las avirulentas
H37Ra y BCG; 2) PILAM, es otro dominio terminal compuesto por fosfatidil-mio-
inositol y se localiz6 en las micobacterias de rapido crecimiento (M. smegmatis y M
fortuitum) y finalmente 3) AraLAM, descrito también en las micobacterias de rapido
crecimiento (M. chelonae) carece de la manosilaciéon en el arabinano terminal
(Gorocica et al., 2005; Karakousis et al., 2004) (Figura 2). La glicoproteina LAM
se encuentra involucrada en la expresion de la respuesta inmune debido a la unién

con el receptor tipo toll 2 (TLR2) (Herrera et al., 2005).
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Figura 2.- Representacion estructural de LAM. Diferenciacién de los dominios terminales. Tomado
de Gorocica y cols, 2005.

Otros componentes de la micobacteria son los sulfolipidos de trehalosa o
sulfatidos de trehalosa, estas estructuras son acidos micaolicos unidos al disacéarido
trehalosa, pero sustituidos por grupos sulfatos. Para MTB se han descrito cinco de
estos, siendo el mas importante el sulfolipido | (SL-I), el cual se encuentra
relacionado con la activacion de neutrofilos, funciona como evasina y promueve la

formacion del granuloma (Gorocica et al., 2005; Karakousis et al., 2004).
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Por ultimo, la lipoproteina de 19 kDa, miembro de una familia de lipoproteinas
procarioticas, se encuentra anclada a la pared celular del complejo MTB y se le

atribuye un amplio rango de respuestas inmunoldgicas (Karakousis et al., 2004).

La compleja envoltura de las micobacterias las hace resistentes a técnicas de
tincion convencionales, por ejemplo a la tincion de Gram; por eso deben realizarse
tinciones especiales para Bacilos Alcohol Acido Resistentes (BAAR) como Ziehl-
Neelsen y Kinyoun (Collins y Kaufmann, 2001).

Panorama mundial de la tuberculosis

Se calcula que durante la ultima mitad del siglo XX se presentaron alrededor de
10.2 millones de casos nuevos y fallecieron 3.5 millones de pacientes por TB
(WHO, 2001), la problemética de la enfermedad es tal que tan solo para el 2005
se estimd un total de 8.8 millones de nuevos casos y 1.6 millones de muertes
(WHO, 2006).

Este padecimiento se transmite principalmente por via aérea y solo es contagiada
por quienes padecen TB pulmonar activa. Si bien la mayoria de las personas
contagiadas no desarrolla la enfermedad debido a la accion del sistema inmune,
esta permanece en estado latente, condicion en que la bacteria viva y virulenta
persiste en los tejidos del huésped pero en un estado de equilibrio. En el cual el
microorganismo no destruye a las células que lo albergan y el sistema
inmunologico tampoco lo elimina, de tal manera que en esta situacién el bacilo
tuberculoso es capaz de mantenerse viable por largos periodos de tiempo y en el
momento en que el sistema inmune se ve debilitado, puede reactivarse

produciendo la enfermedad progresiva (Parrish et al., 1998).

Segun la OMS, las zonas con mayor incidencia de TB (>100 casos por cada
100,000 hab) son: Africa, Asia sudoriental y la zona Occidental del Pacifico (Figura
3). Todo ello indica que la enfermedad sigue siendo un problema muy serio de

salud en poblaciones de paises en vias de desarrollo (Aziz et al., 2006).
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Su incidencia es tal, que se ha catalogado como una de las tres principales causas
de muerte asociadas a un solo agente infeccioso a nivel mundial (Tomioka y
Namba, 2006).

Figura 3.- Incidencia de la TB a nivel mundial por cada 100 000 habitantes (hasta marzo del 2008).
Adaptado de WHO (www.who.int/globalatlas)

Sin embargo, a pesar de ser una enfermedad con distribucién mundial, grupos de
investigadores han sefalado algunas caracteristicas clinicas y demograficas
asociadas con la TB, destacando de manera prominente, el abandono social, el
alcoholismo, la drogadiccién, el VIH/SIDA (Figura 4), cancer, diabetes mellitus,
artritis reumatoide, lupus, entre otros. Ademas, han sefialado que los grupos de
mayor riesgo, tienden a ser hombres jovenes residentes de nucleos urbanos o
suburbanos, en condiciones de desempleo, falta de vivienda, adictos a drogas
intravenosas, pertenecientes a minorias étnicas y con el antecedente de
hospitalizacion previa contigua a enfermos con TB (Frieden et al., 1993; Neville
et al., 1994). La prevalencia de casos de TB/VIH es de 0.7 millones y de
VIH/drogadiccion de 3 millones, pero se desconoce la cantidad de casos

TB/VIH/drogadiccion y de TB/drogadiccién, casos que son de tener en cuenta.
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Usuarios de drogas inyectables
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Figura 4.- Casos de TB a nivel mundial y su asociaciéon con el VIH y el uso de drogas intravenosas.
TB (prevalencia en el 2006, casos nuevos, crénicos y retratamientos) y VIH (prevalencia hasta el
2007). Adaptado de WHO, 2008.

Tuberculosis MFR

Durante la pasada década, la incidencia anual de TB se incrementé debido al
aumento de casos con VIH, asi como al surgimiento de MFR, una nueva y
potencial amenaza definida por la OMS, como aquellas cepas resistentes a
rifampicina (R) e isoniazida (1), dos de los principales medicamentos de primera
linea en el tratamiento de la enfermedad (Zager y McNerney, 2008). Estudios
realizados en 2006, describieron 490,000 casos de MFR en 81 paises a nivel
mundial, y un promedio de 110,000 muertes a causa de este padecimiento (Cox y
McDermid, 2008; The Lancet, 2008). Estimaciones recientes indican que del total
de casos de TB a nivel mundial entre el 1 y 3% son MFR y que anualmente
aparecen 425,000 casos nuevos de TB-MFR (Jain y Mondal, 2008). Por ejemplo,
algunos paises de la ex-union Soviética presentan cifras alarmantes de MFR
primaria (>6%) y secundaria (>40%) y para la mayoria de paises Africanos no se

tiene registrados estos datos (Figura 5).
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* Sub-national coverage in India, Thina,
Russia, Indonesio.

Figura 5.- Porcentaje de casos primarios (A) y secundarios (B) de TB-MFR (1994-2007). Adaptado
de WHO, 2008.

La aparicion de cepas MFR, se relaciona con factores potenciales como:
tratamientos previos inadecuados e incompletos (pobre adherencia, uso de
medicamentos de baja calidad, falta de informacién, reacciones adversas, etc),
virulencia del microorganismo, alteracion en los transportadores de farmacos,
predisposicion genética del huésped, etc (Sharma y Mohan, 2006). Por ejemplo,
algunos autores describen que las mujeres son mas propensas a desarrollar MFR.
Otros estudios, sefialan que existe una mayor probabilidad de adquirir MFR si se
tiene resistencia a | o R en comparacion con los casos, en los que no se observa
resistencia hacia alguno de estos farmacos y que la resistencia a los

medicamentos de primera linea se ha incrementado con el paso de los afios por el
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uso indiscriminado e irracional de estos (Yoshiyama et al., 2004; Tudo et al.,
2004; Su et al., 2008).

Cabe mencionar que los tratamientos inadecuados o previos dan origen a la
presencia de casos MFR secundarios. Hasta hace poco tiempo se pensaba que
estos casos estaban asociados a un tratamiento previo, hoy en dia se sabe de la
existencia y el incremento de MFR primaria, definida como la resistenciaaly R en
personas sin antecedente de terapia antituberculosa (Tudé et al., 2004; Su et al.,
2008), lo anterior sugiere que la transmision de esta clase de micobacterias ocurre
de persona a persona y que probablemente esté relacionada con la cepa Beijing,

la cual se caracteriza por su elevada patogenicidad (Gilpin et al., 2008).

La presencia de cepas MFR sin duda dificulta los esfuerzos por erradicar esta
enfermedad; sin embargo, actualmente se han desarrollado estrategias para
combatirla y se basan en una larga y costosa farmacoterapia que involucra el uso
de medicamentos de segunda linea, los cuales presentan la desventaja de ser
menos especificos, con mayor efecto toxico e inducen fécilmente resistencia
(Zager y McNerney, 2008). Actualmente, se estima que el 6.6% de todos los
casos MFR son XFR y que menos del 5% de estos casos reciben tratamiento
efectivo (Cox y McDermid, 2008), lo cual evidencia lo grave que es el problema
de la TB en el mundo.

Tuberculosis XFR

Los esfuerzos y medidas tomadas para el control de este padecimiento a nivel
mundial, han sido insuficientes ya que recientemente se reportd la aparicion de
casos de TB que no responden a los tratamientos con farmacos de segunda linea.
En el 2005, se observé en un hospital rural de la provincia KwaZulu en Sudafrica,
gue pacientes con VIH y TB morian rapidamente; el 98% de los casos detectados
murieron en un periodo de 16 dias, después de la primera toma de esputo. La
genotipificacion de la cepa reveld que su existencia se tenia reportada desde una

década atras (Raviglione y Smith, 2007; Zager y McNerney, 2008).
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Sin embargo, fue hasta el afio 2006 que se incluyé en la literatura médica la
denominacion XFR, como resultado de un estudio para determinar la incidencia de
la TB-MFR a nivel mundial (Bonilla et al., 2008).

La TB-XFR se define como aquellos casos causados por cepas de M. tuberculosis
resistentes a | y R (farmacos de primera linea), a un farmaco de segunda linea
inyectable (capreomicina, kanamicina o amikacina) y a una fluoroquinolona (CDC,
2006). La aparicion de este tipo de cepas se ha detectado en numerosos paises,
incluyendo México (Figura 6); ademas este tipo padecimiento tiene un limitado
pronéstico de curacion y altos indices de mortalidad (Yew y Leung, 2008).
Algunos de los factores que aumentan su diseminacion a nivel mundial son: el
tratamiento inadecuado con farmacos de segunda linea, el uso irracional de los
mismos, la transmision primaria, la falta de diagndstico oportuno y confiable y la
elevada incidencia del VIH (Raviglione y Smith, 2007; Bonilla et al., 2008).
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Figura 6.- Distribucion mundial de TB-XFR (hasta febrero del 2008). Adaptado de WHO (Stop TB
Department).
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Tuberculosis en México.

A una década de la reemergencia de la TB a nivel mundial, el panorama
epidemioldgico de la enfermedad continda siendo un grave problema del sector
salud en gran parte de los paises en vias de desarrollo (Dye et al., 1999). México,
considerado un pais con prevalencia media de TB no escapa de esta realidad ya
que el padecimiento constituye la primera causa de muerte debida a un solo
agente infeccioso y se ha estimado una prevalencia de 25 casos por cada 100,000
habitantes. Segun la Secretaria de Salud (SS), se registraron entre 15,000-16,000
casos y 2,400 muertes anuales en el periodo 2002-2004 (Salazar et al., 2004). Sin
embargo, la OMS, estimé en el periodo del 2002-2007 un total de 27,113 casos
anuales, de los cuales 1,579 fueron MFR (WHO, 2008). Segun datos de la
Direccién General de Epidemiologia (DGE) durante el 2004-2006 existieron en
promedio 16,000 casos anuales y en el 2008 se registraron 14,865, siendo
Veracruz (1,633), Chiapas (1,520), Baja California Norte (1,291), Tamaulipas
(1045) y Nuevo Ledn (925), los estados con mayor incidencia de TB (DGE, 2008).
Por otro lado, a nivel nacional, la edad promedio en pacientes infectados es de 42
+ 12.5 afos, de los cuales la mayoria son varones en edad productiva (Salazar et
al., 2004; Granich et al., 2000; Velasco et al., 2004). Ademas, se ha observado
que el porcentaje de curacion es menor al 85%, lo que indica que existen fallas en
la implementacion del programa TAES, asociada principalmente al abandono del
tratamiento y diagnosticos inadecuados y tardios (Garcia-Garcia et al., 2001;
2000; 1998).

La persistencia de la enfermedad se debe principalmente a la mala
implementacion de los programas de control, pobreza, desnutricidn,
inmunodeficiencia y a diagndésticos inoportunos; lo que ha propiciado el
surgimiento de cepas de MFR (Salazar, et al., 2004; Velasco et al., 2004).
Estudios realizados en grupos de pacientes mexicanos con TB no han encontrado
valores de correlacion significativos entre los grupos de riesgo y la influencia del
medio como factores que aumenten el riesgo de padecer la enfermedad; sin

embargo, se ha encontrado asociacion estadisticamente significativa entre el
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abandono del tratamiento y el hecho de pertenecer a un nivel socioeconémico bajo
(Garcia-Garcia et al., 2001; 2000; 1998), donde las principales causas de
desercion a la terapia se deben a la falta de comunicacion del personal médico
con el paciente, el costo elevado del mismo y la falta de informacion referente a la
enfermedad (Alvarez-Gordillo et al., 2001; 2000). La tasa de recuperacion en
pacientes con TB no infectados con VIH rebasa apenas el 50%, en pacientes con
infeccién asintomatica por VIH la sobrevida es de 15 meses y en pacientes con
SIDA es de solo 1.5 meses. Ademéas se ha encontrado una mayor tasa de
resistencia primaria a | 6 R, asi como un aumento en los casos de MFR primaria,
lo cual sugiere que el contagio de la micobacteria MFR es semejante al contagio

de M. tuberculosis pansensible (Villalba-Caloca et al., 2003).

Lo anterior remarca la necesidad por desarrollar estrategias 6 nuevos farmacos
que acorten o coadyuven el tratamiento de la TB pansensible y TB-MFR y
disminuir el numero de abandonos; en relacion a este dltimo punto, la
implementacion del TAES en algunas zonas del pais ha logrado mejorar la
adherencia al tratamiento e incrementar el porcentaje de curacion (Garcia-Garcia
et al., 2001; 2000; 1998; Salazar et al., 2004).

Diagnéstico y terapia antifimica.

El diagnéstico de la enfermedad es dificil y aproximadamente el 30 % se da de
manera incidental. Se lleva a cabo por radiografia de térax y baciloscopia de
esputo en pacientes que presentan el antecedente de tos, pérdida de peso y
fiebres nocturnas. Actualmente, se realiza el diagnéstico de casos de TB-MFR
mediante pruebas de sensibilidad a farmacos por el método convencional
(concentracion absoluta y radio de resistencia), métodos radiométricos (BACTEC-
460) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); solo por citar algunos de los
mas importantes (Sharmay Mohan, 2006). Cabe mencionar que M. tuberculosis
es dificil de aislar a partir de muestras biolégicas y ademas es de lento crecimiento

por lo que la confirmacién de un diagndéstico se tarda hasta un mes y medio.
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El recrudecimiento de la TB se debe en gran parte al incremento de pacientes con
VIH/SIDA y la falta de adherencia a los tratamientos establecidos, o que ha
propiciado el surgimiento de cepas MFR y XFR (Sharma y Monhan et al., 2006;
Jain y Mondal, 2008). Para enfrentar este problema, la OMS desarroll6 la
estrategia DOTS o TAES, la cual esta enfocada al tratamiento y curacion de los
pacientes con TB sensible, ésta estrategia consiste en una multiterapia
supervisada estrictamente por personal del sector salud que permite al paciente
recibir en forma directa el tratamiento en instituciones de salud, con el fin de
mejorar el apego y por consiguiente incrementar las tasas de curacion. El TAES
estd basado en la administracion de cuatro farmacos de primera linea: |, R,
pirazinamida (Z), etambutol (E) 6 estreptomicina (S) (Tabla 1 y Figura 7); la terapia
consta de dos etapas; la primera, se denomina fase bactericida o intensiva; en la
cual se administran un total de 60 dosis (de lunes a sabado) de los cuatro
antifimicos. La segunda etapa, denominada fase de esterilizacion o de sostén
consta de 45 dosis de R e | administradas tres veces por semana. El tratamiento
es altamente efectivo y permite la curacién de mas del 95% de los casos cuando
se implementa en forma adecuada (Palomino et al., 2007; Dye et al., 1999). En
paises con TAES bien implementado se reportan tasas de curacion que oscilan
entre un 80 y un 88% y una tasa <5% en recaidas. Ademas, se ha demostrado
gue esta terapia es una de las intervenciones en salud con mayor costo beneficio
(Martinez et al., 2004; Resch et al., 2006).

Tabla 1.- Tratamiento TAES contra la TB empleado en México.

Etapay Dosis Medicamentos Tabletas Administradas
Peso en kg.
Fase Intensiva Gragea Unica 25-39 39-49 500 mas
IRZE (CMB) I 75 mg
60 dosis/ diarias R 150 mg 2 3 4
10 semanas Z 400 mg
E 400 mg 1,5 2 3
Fase Sostén Gragea Unica
IR (CMB) | 200 mg 2 3 4
45 dosis/ Lun, Mie y Vie R 150 mg
15 semanas
I= Isoniazida, R= Rifampicina, Z= Pirizinamida, E= Etambutol y CBM= Cuadro Basico de
Medicamentos (Enarson Donald A et. al 2000)
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Figura 7.- Estructura y mecanismo de accion de los farmacos de primera linea empleados en el
tratamiento de la TB.

Para TB-MFR, la OMS implement6 el programa DOTS-Plus (TAES-Plus) en 1998,
enfocandose al tratamiento y seguimiento de los casos MFR. Este programa
consiste en una multiterapia basada en la administracion de farmacos de segunda
linea (etionamida, &cido p-aminosalicilico, cicloserina, tiacetazona, kanamicina,
amikacina, capreomicina y fluoroguinolonas) (Figura 8). Ademas, el TAES-Plus
contempla otras estrategias como: contar con diagndsticos asertivos, realizar
pruebas de susceptibilidad en el menor tiempo posible; suministrar medicamentos
de calidad (12 y 22 linea) sin interrupcion, desarrollar tratamientos estratégicos
utilizando farmacos de segunda linea bajo estricta supervisién para cada caso;
llevar un sistema de reporte que permita monitorear y evaluar los resultados del
tratamiento. Sin embargo, los principales inconvenientes del DOTS-Plus son la
duracién del tratamiento (hasta 24 meses) y la utilizacién de farmacos que tienen

un elevado costo, inducen facilmente resistencia (fluoroquinolonas) y provocan
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severos efectos secundarios, en comparacion con los farmacos de primera linea
(Tabla 2). Cabe mencionar, que esta terapia solo se implementa en areas que
presentan una elevada incidencia de TB-MFR y que cuentan con la cobertura del
programa TAES en un 100% (Sharmay Mohan, 2006; Palomino et al., 2007;
Lenaerts et al., 2008b).

El uso indebido e irresponsable de medicamentos de 22 linea, ha provocado el
surgimiento de TB-XFR, la cual presenta un elevado indice de mortalidad y carece
de una terapia antifimica convencional por lo que las tasas de curacion son pobres

para este tipo de casos.

Tabla 2.- Medicamentos de 22 linea utilizados para el tratamiento de TB-MFR.

FASE INICIAL
Resistencia Farmaco Duracién Dosis Diaria Efectos Adversos
lyRcon o Aminoglicésidos Tres meses 15 mg/kg Dolor en el sitio de inyeccion
sin Ofloxacina 6
resistencia Levofloxacina, § 600-800 y 500-600 mg Molestias GlI, insomnio y mareo
as z 20-30 mg/kg Anorexia, nausea, hepatitis y vomito
E 15 mg/kg Hepatitis, artralgia, reacciones cutaneas
Etionamida. 15 mg/kg Hepatitis, sabor a metales y convulsiones
I, Ry E con Aminoglicésidos Tres meses 15 mg/kg Dolor en el sitio de inyeccion
6 sin Ofloxacina 6
resistencia levofloxacina § 600-800 y 500-600 mg Molestias GlI, insomnio y mareo
asS 4 20-30 mg/kg Anorexia, nausea, hepatitis y vomito
Etionamida 15 mg/kg Hepatitis, sabor a metales y convulsiones
Cicloserina 15 mg/kg Mareo, dolor de cabeza, convulsiones
FASE DE CONTINUACION
lyRcon 6 Ofloxacin 6 18-24 § 600-800 y 500-600 mg Molestias Gl, insomnio y mareo
sin levofloxacina Meses
resistencia E 15 mg/kg Hepatitis, artralgia, reacciones cutaneas
as Etionamida 15 mg/kg Hepatitis, sabor a metales y convulsiones
I, Ry Econ Ofloxacina 6 18-24 § 600-800 y 500-600 mg Molestias Gl, insomnio y mareo
6 sin levofloxacina Meses
resistencia Etionamida 15 mg/kg Hepatitis, sabor a metales y convulsiones
as Cicloserina 15 mg/kg Mareo, dolor de cabeza, convulsiones

Molestias Gl = Anorexia, nausea, vomito. 8= Dosis usual. Aminoglucosidos= Estreptomicina, Kanamicina,

Amikacina y Capreomicina. Adaptado de Sharma y Mohan, 2006; Yew y Leung, 2008.
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Figura 8. Estructura y mecanismo de accion de los principales antituberculosos de segunda linea.

Para combatir la problematica que representa la TB en el mundo, la OMS
desarroll6 el programa STOP TB, el cual es un movimiento global de accién social,
economica y politica que tiene como objetivo detener la expansién y controlar la
TB a mediano plazo (2006—2015). El programa contempla a grandes rasgos:

a) La disminucion de la prevalencia y muerte por TB a niveles inferiores a los
reportados en la década de los 90's mediante el desarrollo de nuevos
farmacos.

b) Mejorar técnicas de diagndstico.

c) Laexpansion del TAES.

d) Laimplementacion del TAES-Plus en pacientes MFR.

e) Mejorar el seguimiento de pacientes TB/VIH.

f) El desarrollo de vacunas.
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g) Mejorar la comunicacion y movilizacion social.
h) Capacitar al personal de salud involucrado en estos programas.

i) Establecer redes de colaboracion.

La aplicacion de estas estrategias a largo plazo, pretende eliminar la TB como

problema de salud alrededor del mundo para el 2050 (Palomino et al., 2007).

Estado actual sobre el desarrollo de agentes antituberculosos.

Actualmente, para el tratamiento de la TB se cuenta con farmacos de 12y 22 linea,
la combinacién de multiples farmacos es necesaria para prevenir la aparicion de
cepas resistentes; sin embargo, el mal uso de medicamentos antituberculosos,
desapego a la terapia y el escaso desarrollo de farmacos con nuevos mecanismos
de accion por mas de 40 afios (después de la introduccion de R al mercado en
1965) (De Souza et al.,, 2006; Sharma y Mohan, 2006) han ocasionado la
aparicion de cepas XFR, las cuales han rebasado toda clase de medidas
preventivas causando altos indices de mortalidad y enorme gasto en las politicas
de salud (Yew y Leung, 2008).

La prevalencia de la TB y la emergencia de TB-MFR y TB-XFR resaltan la
importancia de desarrollar novedosos agentes antituberculosos, ya que de no ser
asi y continuar con la tendencia actual; la TB podria incrementar su incidencia
hasta un 41% en los proximos 20 afios (Tomioka, 2006). Con el fin de detener
esta problematica, cientificos, instituciones académicas, industrias farmacéuticas y
la Alianza Global para el Desarrollo de Farmacos AntiTB han redoblado esfuerzos
en la busqueda, disefio y evaluacion de sustancias activas contra el bacilo
tuberculoso, persiguiendo esencialmente los siguientes objetivos: mejorar y/o
acortar el tratamiento, contar con una terapia mas comoda para el paciente;
mejorar el tratamiento para TB-MFR y proporcionar un terapia efectiva en el
tratamiento de la ITBL (Yew y Leung, 2008; Tomioka, 2006).
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Cabe mencionar que esta busqueda contempla derivados de farmacos ya
existentes y farmacos nuevos, los cuales se encuentran en diferentes etapas de
investigacion preclinica y clinica (Sharma y Mohan, 2006; Lenaerts et al.,
2008b). Algunos de los compuestos que destacan en este rubro por su notable
accion o que se encuentran en estudios clinicos son: fluoroquinolonas, derivados
de la rifamicina, macrélidos, oxazolidinonas, nitroimidazoles, derivados de pirroles,

diarilquinolonas, entre otros (Lenaerts et al., 2008b; Tomioka, 2006) (Anexo 1).

Fluoroquinolonas.- Tienen actividad in vivo e in vitro contra diversas bacterias

incluyendo M. tuberculosis MFR. El mecanismo de accién se debe a la inhibiciéon
de dos enzimas, la DNA girasa y la topoisomerasa |V, involucradas en los
procesos de transcripcion, replicacion y reparacion del DNA de la bacteria. Dentro
de estos esta la gatifloxacina (GFLX) y moxifloxacina (MFLX) (O’Brien y
Spigelman 2005; De Souza et al., 2006; Tomioka, 2006).

Derivados de la rifamicina.- Son compuestos claves en el tratamiento de TB-

MFR, ya que inhiben la sintesis del RNA. Entre las moléculas importantes se
encuentran la rifapentina (RPT), rifabutina (RBT), rifalazil (RLZ), rifametano, etc.
Las dos primeras (RPT y RBT) han sido aprobadas por la FDA como una
alternativa para el tratamiento de TB y para la prevencién de TB causada por MAC
y para TB/VIH. Rifabutina es mas activa (4 a 8 veces) que R, mientras que la RPT
es 2 a 4 veces mas activa que R. RLZ esta en fase Il y es 100 veces mas activa in

vitro que R contra cepas de MTB y MAC.
Macrolidos.- Claritromicina (CAM) y azitromicina son activos contra
enfermedades asociadas al MAC y en casos de TB-MFR. La clofazimina (CFZ),

tiene efecto antiTB in vitro e in vivo, pero produce pigmentacion en humanos.

Oxazolidinonas.- Figuran linezolide y eperezolide, presentan minimos efectos

toxicos y potente actividad contra MTB susceptible y MFR. Inhiben la sintesis de

proteinas ribosomales, no presenta resistencia cruzada con otros antimicrobianos,
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poseen amplio espectro de actividad, buena biodisponibilidad oral y parenteral y

no generan resistencia facilmente.

Nitroimidazoles.- Algunos compuestos de este tipo estan en estudio,

especialmente los derivados del imidazo-oxazol e imidazo-oxazina por su actividad
contra MTB y M. bovis in vitro e in vivo. Una desventaja es que provocan
mutagénesis y carcinogénesis por la presencia del grupo nitro. Un ejemplo es CG1
17341 que es activo contra cepas MFR pero es altamente mutagénico. PA-824 o
POC-67863 presentan una potente accion contra cepas MFR y activo en casos de
ITBL debido a que inhibe la sintesis de proteinas y lipidos de la micobacteria y son
menos mutagénicos que CG1 17341, convirtiéndolos en un importante prospecto a

futuro.
Pirroles.- Destaca el derivado BM 212 por su moderada accion contra MTB
sensible y MFR y MAC. Su lanzamiento es reciente y actualmente varios

compuestos de este tipo se encuentra en evaluacioén in vitro e in vivo.

Diarilguinolinas.- De descubrimiento reciente, actian a nivel de la ATP sintasa de

la micobacteria. R207910 (o TMC207) muestra una potente y selectiva actividad in
vitro en contra de MTB, MAC, M. kansasii y M. fortuitum. Los resultados hacia este
compuesto son tan alentadores que no se descarta en un futuro su inclusion como

medicamento de primera linea en el tratamiento de TB.

El desarrollo de nuevos farmacos antiTB continGa en estudio y en la literatura se
describen alrededor de 83,000 compuestos naturales y sintéticos que muestran
actividad in vitro contra M. tuberculosis. En la Tabla 3 se mencionan otros
compuestos que estdn en fase avanzada de investigacion (Tomioka, 2006;
Lenearts et al., 2008b).
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Tabla 3. Nuevos agentes antituberculosos que se encuentran en fase de desarrollo.

Tipo de Farmaco o actividad

Inhibidores de la pared celular
Moléculas multifuncionales
Diaril 6xidos

Dihidrolipoamidas

Inhibidores de la aciltransferasa
Dipiperidina SQ-609

Econazol

Inhibidores de la FSA sintasa
Hidrazonas

Inhibidores de la Isocitrato liasa
Inhididores de la malato sintasa
Anélogos de la Mefloquina
Oxazolidinonas

Inhibidores de la péptido
diformilasa

Pleuromutilinas
Riminofenazinas

Inhibidores de la tiolactomicina
Inhibidores de la topoisomerasa
Inhibidores de la traslocasa

Fuente u Organizacién

Universidad de Colorado
Cumbre

TAACF/ Universidad de Colorado
Univesidad Cornell

Sequella

TAACF/ Universidad de Colorado
FASgen

Universidad de Colorado
GlaxoSmithKline
GlaxoSmithKline

TAACF/ Universidad de Colorado
Pfizer

Novartis

GlaxoSmithKline/ TB Alliance
IMM China /TB Alliance
NIAID

GlaxoSmithKline
Sequella/Sankyo

TAAC, Tuberculosis Antimicrobial Adquisition and Coordinating Facility; NIAID, National Institute of
Allergy and Infectius Diseases. Tomando de Lenearts et al. 2008.

Lignanos, ¢potenciales farmacos antituberculosos?

Los lignanos, son compuestos de origen vegetal y se caracterizan por la presencia
del dimero de fenilpropano (C¢C3) unidos en las posiciones  y f° de la cadena
alifatica; sin embargo, cuando las unidades de fenilpropano estdn unidas
(carbono-carbono) en una posicion diferente, el compuesto recibe el hombre de
neolignano (Figura 9). Ademas, los lignanos se pueden clasificar como:
oxineolignanos (dos unidades CsC3 unidas en posiciéon diferente ala 3 y B por un
atomo de oxigeno), ciclolignanos (dos unidades de fenilpropano unidas en
posicion B y B° y que forman un anillo), cicloneolignanos, sesquilignanos y
dilignanos (trimeros y tetrdmeros de fenilpropano respectivamente) (IUPAC,
2000). A la fecha, se han descrito un gran nimero de lignanos, sin embargo,
debido a los escasos estudios realizados en estos compuestos, se desconoce con

certeza su potencial biologico.
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El papel biolégico de los lignanos en las plantas aun se encuentra bajo discusion
ya que se piensa que tienen un papel importante en la defensa de la planta y/o
en la regulacion del crecimiento de la misma (Willfor et al., 2006; Saleem et al.,
2005).

8,3"-neolignano

8,4"-oxineolignano

2,7"-ciclolignano 5’,7-ciclo-8,3"-neolignano

Figura 9.- Estructura de lignanos, neolignanos, ciclolignanos, cicloneolignanos y oxilignanos.

El papel biolégico de los lignanos en las plantas aun se encuentra bajo discusion
ya que se piensa que tienen un papel importante en la defensa de la planta y/o
en la regulacion del crecimiento de la misma (Willfor et al., 2006; Saleem et al.,
2005). Actualmente, el interés hacia esta clase de compuestos se centra en su
posible aplicacion en la industria farmacéutica y alimentaria, debido a que han
demostrado una gran variedad de propiedades bioldgicas, por ejemplo:
antioxidantes, antitumorales, insecticidas, antimicrobianos, inmunosupresores,
antiinflamorios, antifungicos, entre otros (Kénya et al., 2001; Garcez, et al., 2005;
Saleem et al., 2005) (Tabla 4).
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Tabla 4.- Lignanos aislados de diversas plantas medicinales y su efecto biolégico.

Fuente Compuesto Obtenido Efecto Estructura
terapedtico
Commiphora Erlangerina C, Antitumoral 0
erlangeriana Erlangerina D, <O P
*Podofilotoxina, etc. £ onell
MeO OMe
OMe
Machilus Macelignano, Oleiferina, Antitumoral <° O
tunbergii etc. o
OH
OMe
Pterocarpus Taiwanina C Antiinflamatorio 0
santanilus <o OO °
o
o]
o—/
Phyllanthus Justicidina B Antimicrobiano Meo
piscatorum °
MeO
[e]
o
o—/
Taxus baccata (-)-Taxiresinol Antifangico <2 on
HO*/,,(/'. B
OMe
[0
HO
Saururus Acido 2'-
chinensis hidroxidihidroguairético Antioxidante
Bupleurum Nemerosina Inmunosupresor
scorzonerifolium
o
o—/

* Se utilizan en la medicina derivados semi-sintéticos de la podofilotoxina (Saleem et al., 2005).

Respecto a la actividad antiTB de estos compuestos, a la fecha sélo se ha descrito
el efecto antimicobacteriano in vitro contra M. tuberculosis H37Rv del
dehidrobenzofurano-14-acetilviscidona aislado de propoleo chileno (CMI= 64

ug/mL) y del (+)-1-hidroxi-2,6-bis-epi-pinoresinol aislado de Valeriana laxiflora
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(CMI= 127 pg/mL) (Gu et al., 2004; Valcic et al., 1999). Para los neolignanos, se
han reportado actividades biolégicas como: antileucémicos, antifungicos,
antioxidantes (Konya et al., 2001), citotoxicos (Garcez et al., 2005; Saleem et al.,
2005). Recientemente, nuestro grupo de trabajo reportd el efecto
antimicobacteriano in vitro de la licarina A, eupomatenoide 7 y licarina B (Figura
10) contra M. tuberculosis H37Rv. Estos neolignanos fueron aislados del extracto
hexanico y metandlico de Aristolochia taliscana por fraccionamiento quimico
biodirigido (Le6n, 2005; Luna, 2005). Un trabajo adicional realizado por Calderon
(2008) reporta el efecto de estos compuestos, contra cepas de M. tuberculosis
H37Rv monoresistentes, aislados clinicos de M. tuberculosis MFR y dos cepas de
micobacterias atipicas (Tabla 5) (Calderédn, 2008). Por otro lado, se determindé la
dosis letal media (DLsp) de la licarina A, licarina B, extracto y de la mezcla de los
tres neolignanos en ratones Balb/C, siendo >1760 mg/kg para todas las muestras
(Datos en proceso de publicacién). Cabe mencionar que de los tres compuestos

evaluados, el més activo fue la licarina A con CMI de 3.12 a 12.5 pg/mL.

Otras actividades biolégicas descritas para la licarina A es el efecto
antiinflamatorio, antioxidante, antimicrobiano, quimiopreventivo y como inhibidor

de enzimas implicadas en el metabolismo de farmacos (Li et al., 2008).
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Figura 10.- Neolignanos aislados del extracto hexanico de A. taliscana por fraccionamiento quimico
biodirigido
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Tabla 5.- Efecto antimicobacteriano in vitro de neolignanos aislado de A. taliscana contra cepas de
M. tuberculosis y contra micobacterias atipicas.

Patrén de CMI (pg/mL)
Micobacterias atipicas Resistencia Eupomatenoide 7 Dicarina A
M. fortuitum 50 6.25
M. non-chromogenicum 25 125
M. tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294) Sensible a SIRE 25 25
Monorresistente
INH-R (ATCC35822) | 25 3.12
RIF-R (ATCC33838) R 12.5 6.25
STR-R (ATCC35820) S 25 3.12
EMB-R (ATCC35837) E 25 6.25
Aislados clinicos MFR*
MTY 663 SR, E, Z 50 12.5
MTY 675 S, ILE 50 12.5
MTY 673 S,LR,E, Z 50 12.5
MTY 282 IS, E,Z 50 12.5

* Patrén de farmacorresistencia determinada por el método MABA.

El modelo experimental de la TB progresiva

La TB es una enfermedad muy compleja en la que participan factores del
huésped, de la bacteria y del medio ambiente, por lo cual es necesario el
desarrollo de modelos experimentales que asemejen lo mas posible a la

enfermedad humana.

Existen varios modelos experimentales de TB sobre todos los establecidos en
ratones, cobayos y conejos (Tabla 6); sin embargo, los dos ultimos presentan el
inconveniente de ser animales genéticamente abiertos y relativamente grandes;
por lo que existe el problema de respuesta inmune heterogénea y del espacio
requerido para albergar a una gran cantidad de animales. Por estos motivos se
considera al ratbn como una especie muy conveniente para la reproduccion
experimental de la TB y para evaluar el potencial antituberculoso de diversas
sustancias; ademas, recientemente se han desarrollado ratones knockout para la
expresion de determinados genes que juegan un papel importante en el control del
padecimiento, permitiendo asi el desarrollo de nuevos estudios farmacologicos
(Hernandez-Pando et al.,, 2004; Lenaerts et al., 2008b). Actualmente, el
desarrollo de modelos animales para evaluar la accion terapéutica contra el bacilo
tuberculoso ha tenido grandes avances, por ejemplo: la realizacion de estudios
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farmacocinéticos y farmacodinamicos que permiten determinar la absorcion,
biodisponibilidad, biotransformacién, distribucion en tejidos, eliminacion del
compuesto administrado y la eficacia de nuevos farmacos antituberculosos,
ademas, el desarrollo de estudios bajo condiciones de hipoxia permite evaluar

compuestos que actuen contra ITBL (Lenaerts et al., 2008b).

Tabla 6.- Modelos usados para determinar actividad antiTB de nuevos farmacos (Lenaerts et al.,

2008b).
Modelo Animal Usos
Ratén (Usualmente se utilizan En la determinacion de PK/PD
ratones de la cepa C57BL/6 o Estudios de Toxicidad in vivo y de dosis
Balb/C) maxima tolerada.

Ensayo de actividad bactericida
Ensayo de régimen terapéutico

Ratones knockout para INF-y Ensayo preliminar de actividad farmacolégica in
Vivo.

Ratones knockout para GM-CFS Ratones incapaces de prevenir la reactivacion de
la enfermedad.

Wayne in vivo Determinar la replicacion del bacilo
bajo condiciones pobres de oxigeno.

Rata Ensayos de farmacocinética.

Cobayos Terapia estandar.

GM-CFS= Factor colonia-estimulante de granulocito-macréfago (GM-CFS).

En el modelo murino de TB pulmonar progresiva, la infeccion se induce por
inyeccion intratragueal con un determinado numero de micobacterias permitiendo
un mejor control de la dosis. La ventaja que este modelo ofrece en comparacion
con los demas es el utilizar una via natural de infeccion, lo que permite reproducir
con semejanza la sintomatologia clinica observada en pacientes con TB pulmonar

activa.

El modelo de TB progresiva presenta dos fases durante el desarrollo de la
enfermedad. La primera es la etapa temprana, la cual corresponde al primer mes
de infeccion y se caracteriza por la presencia de infiltrado inflamatorio constituido
por macrofagos y linfocitos Th-1 en el intersticio alveolo-capilar, alrededor de
vénulas y bronquios y la formacién sistematica de granulomas a partir de la
segunda semana, permitiendo el control temporal de la enfermedad. La segunda

etapa corresponde a la fase avanzada o progresiva, la cual se caracteriza por el
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incremento en el numero de micobacterias vivas en pulmon, necrosis y extensa
fibrosis intersticial, que en conjunto provocan la muerte. Durante esta etapa es
evidente la presencia de linfocitos de tipo Th-2, los cuales contrarrestan la
actividad protectora de las células Th-1 provocando la progresion de la
enfermedad y es a partir de este momento cuando se inicia la evaluacion de las

sustancias (Hernandez-Pando et al., 2004; 2006).
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HIPOTESIS

e El efecto in vitro de la licarina A contra M. tuberculosis H37Rv se
reproducird en el modelo de TB progresiva reduciendo las UFC'S y la

neumonia. Ademas presentara nulo efecto toxico subagudo.

OBJETIVOS GENERALES

e Evaluacion preliminar del efecto antituberculoso de la licarina A en el
modelo murino de tuberculosis progresiva y determinar su efecto toxico

subagudo en ratones.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener licarina A a partir de fracciones primarias del extracto metandlico
de Aristolochia taliscana y A. grandiflora, mediante aplicacion de
cromatografia en capa delgada en fase normal y técnicas de
recristalizacion.

e Establecer inequivocamente la estereoquimica de la licarina A, aislada de
A. taliscana.

e Determinar la toxicidad subaguda de la licarina A en ratones Balb/C
administrando el compuesto por via subcutanea cada tercer dia durante 48
dias mediante la realizacién de estudios de quimica sanguinea, biometria
hemética y andlisis histoldgicos (higado, rifién, bazo y pulmaon).

e Evaluar en forma preliminar el efecto antituberculoso de la licarina A en el
modelo murino de tuberculosis progresiva determinando UFC’s y éareas

neumonicas al dia 30 y 60 de tratamiento.
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METODOLOGIA

1. Purificacion de la licarina A
Para la obtencion de éste compuesto se realiz0 la siguiente metodologia.

1.1 Obtencién de la fraccion C

Se realiz6 cromatografia de capa fina (ccf) de diversas fracciones primarias
obtenidas de un fraccionamiento previo de A. taliscana y A. grandiflora. La ccf fue
eluida con el sistema CHCIl; + 5 gotas de MeOH, reuniendo todas aquellas
fracciones que presentaron un perfil cromatografico semejante a la referencia de
licarina A obtenida por Calderdon, 2008. Mediante este proceso, se obtuvieron
1.397g de muestra (fraccion C) que contenian el compuesto de interés en forma

impura.

1.2 Purificacion de la fraccion C

La fraccion C se sometié a proceso de purificacion empleando placas preparativas
de silica gel 60 F,s4 de 20x20 cm (Merck, 1.05715), en cada una se sembraron 25
mg de muestra, previamente disuelta en CHCI;. Después, las placas se eluyeron
con sistema CHCI3/MeOH 99:1 y fueron observadas en una camara de UV a 254
nm detectando la banda de interés, la cual se desadsorbi6 utilizando CHCI;
bidestilado (lavados 6x40 mL c/u), posteriormente el disolvente se elimind a
presion reducida empleando un rotaevaporador (Bichi RE 111) acoplado a una
bomba de vacio (Biichi Vac-V513) y a un recirculador (Eco 20); el residuo obtenido
(color crema) se purific6 mediante lavados con hexano y metanol destilado y se
sometio a proceso de recristalizacion con acetato de etilo destilado (Diagrama 1).
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Diagrama 1. Metodologia realizada para la purificacion de la licarina A

[ Fracciéon C ]
Placas preparativas
[ Compuesto C impuro ]
14
Lavados Hex / MeOH
1 1
[ Fase Hexanica ] [ Fase Metanolica ]

[ Cristales blancos ]

Recristalizacion Acetato de etilo

[ Licarina A 103-106.5 °C ]

1.3 Determinaciones quimicas.

Una vez concluidos los lavados y la recristalizacion del compuesto, se determiné
la apariencia, punto de fusién del mismo (utilizando un equipo Fisher-Johns y un
equipo digital Buchi® B-540) y se realizé ccf empleando como sistema de elucién
CHCI3; + 5 gotas de MeOH y se comparé el Rf del compuesto obtenido contra una
referencia pura e identificada previamente. Ademas, se enviaron 10 y 5 mg de
compuesto para analisis de resonancia magnética nuclear proténica de 300 MHz
(RMN-'H) y espectrometria de masas por impacto electrénico (EM-IE),
respectivamente, 2 mg para andlisis de dicroismo circular (DC) y adicionalmente
se realizo el analisis por UV con el excedente de compuesto enviado a DC y 5 mg
para rotacion 6ptica (RO). La RMN-'H se determiné en un espectrémetro Bruker-
Avance de 300 MHz, empleando tetrametilsilano como referencia interna y el
compuesto se solubilizé en CDCl;. El espectro de masas por IE se determiné en
un Jeol AX505HA, el analisis de DC se realiz6 en un espectropolarimetro JASCO
J720 a 25°C en MeOH vy el analisis de UV en un Shimadzu U160. La RO se
determind en un polarimetro Perkin-Elmer 343 a 25°C y el compuesto se solubilizé
en CHCI; a la concentracion de 2.5 mg/mL.
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2. Determinacién de latoxicidad subaguda de la licarina A

2.1 Diseiio del experimento.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 24 ratones macho de la cepa
Balb/C con un peso de 20 + 2 g. Los cuales fueron seleccionados en forma
aleatoria y agrupados de la siguiente forma:

e Grupo A (control negativo): 8 animales sin tratamiento alguno.

e Grupo B (control de vehiculo): 8 ratones a los cuales se les administré por
via subcutanea 80 uL (en aplicaciones de 40 pL c/u) de aceite de olivo
extravirgen (Sigma) previamente filtrado (utilizando un filtro estéril marca
Acrodisc Syringe filter de 0.2 um).

e Grupo C (tratados 5V): 8 ratones a los que se les administr6 dosis de 5
mg/kg de licarina A disueltos en 80 uL de aceite de olivo (previamente
filtrado) mediante sonicacion por 30 minutos. Dada la naturaleza quimica

del compuesto éste Unicamente se solubilizé en dicho vehiculo.

Cada grupo de animales se colocO en cajas independientes y se mantuvieron
durante el periodo de tratamiento en el Bioterio del CMN S. XXl a 27°C con ciclos
de 12 horas luz/oscuridad y con libre acceso de alimento y agua. El manejo de los
animales de experimentacion se realiz6 de acuerdo a los estatutos de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) revisada en 2001. La administracion del
compuesto y del vehiculo se realiz6 cada tercer dia durante 48 dias, finalmente los
animales se dejaron en ayuno de 12 h antes del dia de sacrificio. Durante el
periodo de tratamiento, se llevo un registro semanal del peso ponderal de los
ratones, con el objetivo de detectar alguna anormalidad o alteracion sobre este
parametro. Al concluir el tiempo de experimentacion, los animales fueron pesados
y anestesiados con éter etilico, posteriormente se sacrificaron por exsanguinacion
y se obtuvo muestra sanguinea para realizar estudios de biometria hemética y
quimica sanguinea, ademas, se extrajeron y pesaron algunos 6rganos (higado,

bazo, rifidn, pulmdn) y se llevo a cabo el analisis histologico de los mismos.
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Por dltimo, los residuos biologicos de los animales experimentales fueron

incinerados en el mismo bioterio.

2.2. Andlisis de los parametros de biometria hematica, quimica sanguinea e
histoldgicos.

2.2.1 Biometria hematica.
El analisis hematoldgico se realizé utilizando un equipo automatizado Coulter T
890 y se determinaron los siguientes parametros: hematocrito, eritrocitos,
hemoglobina, volumen corpuscular medio (V.C.M.), concentracion de hemoglobina
corpuscular media (C.H.C.M), plaquetas, eosinéfilos, monocitos, leucocitos,
linfocitos, bandas y basofilos.

2.2.2 Quimica sanguinea.
Esta determinacion se efectué en suero utilizando un equipo semiautomatizado
Selectra Il (Italab), empleando reactivos comerciales Randox y se cuantificaron los
siguientes elementos: Glu= glucosa, BT= bilirrubina total, BD= bilirrubina directa,
urea, Trig= triglicéridos, Col Tot= colesterol total, LDL= colesterol de baja
densidad, HDL= colesterol de alta densidad, ALP= fosfatasa alcalina, Creat=
creatinina, Ac Ur= &cido urico, GPT= transaminasa glutamico-piravica, gGT=
gamma glutamil transferasa, GOT= transaminasa glutdmico-oxalacética.

2.2.3 Andlisis histolégicos.
Este analisis se realiz6 en los siguientes 6rganos: higado, pulman, rifién y bazo de
cada ratén, con el objetivo de detectar anomalias histologicas. Los 6rganos fueron
pesados y posteriormente se colocaron en tubos falcon (NUNC 50 mL), los cuales
contenian 25 mL de formol al 10% para su conservacion hasta su analisis. Cabe
mencionar, que los pulmones fueron perfundidos por la traguea con formol al 10 %
y sumergidos en el mismo fijador. Cada tejido se deshidraté en etanol grado
histolégico y xilol (J.T.Baker®) y embebié en parafina Tissue-Tek VIP (Sakura
Finetek®). Posteriormente, los tejidos fueron cortados parasagitalmente (3 pum)
con un microtomo LEICA, tefiidos con hematoxilina-eosina y observados en un
microscopio (LEICA® DMLS) acoplado a una camara digital (JVC® TK-C1380) y a
un equipo analizador de imagenes (Q Win 5000, LEICA).

29



2.3 Andlisis estadistico

Los resultados del estudio de quimica sanguinea y de biometria hematica fueron
analizados mediante un Analisis de Varianza de una via (ANOVA-1) utilizando el
programa Sigma Stat 3.5. Los resultados se expresan como la media * la
desviacion estandar (M = DS). En caso de observarse diferencia significativa se
realizd un analisis t-student para comparar entre los grupos tratados con respecto

al control.

3. Evaluacién preliminar del efecto antituberculoso in vivo de la licarina A
Esta actividad se determindé en el modelo de TB pulmonar progresiva en ratén
descrito previamente por Hernandez-Pando y cols (1996; 2004; 2005). Como
primer paso se indujo la TB con M. tuberculosis H37Rv. El experimento se llevo a
cabo bajo estrictas condiciones de bio-seguridad, en una campana de flujo laminar
P3 y en concordancia con los lineamientos del Comité de Etica para el Manejo de
Animales de Experimentacion del Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias
Médicas Salvador Zubiran y de acuerdo a la norma mexicana NOM-062-ZOO-
1999.

3.1 Crecimiento del agente infeccioso

El crecimiento de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) se hizo en medio
Proskauer y Beck modificado por Youmans (PBY) a 37°C en atmésfera de CO, al
5 % por cuatro semanas. Después de este periodo, la biomasa bacteriana se
colecté por centrifugacion (3500 rpm x 20 min), al sedimento (paquete de
micobacterias) se le adicion6 5 mL de la mezcla PBS/Tween 80 al 0.05%;
posteriormente, fueron incubadas bajo las mismas condiciones por 24 h mas.
Transcurrido este tiempo, a la biomasa de micobacterias se le agregaron perlas de
vidrio estériles para desintegrar los agregados mediante agitacion vigorosa por un
minuto y se dejo reposar otro minuto, este proceso se repitio 10 veces. Después,
la suspension de micobacterias se centrifugd a 3000 rpm por 10 min. El proceso
de desintegracion se repitio nuevamente y se centrifugd a 1500 rpm por 10 min,

con la finalidad de obtener una suspension de micobacterias totalmente
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separadas, el sobrenadante se colectd y centrifugé a 3500 rpm por 20 min. El
paquete celular se lavo dos veces con PBS estéril, después se resuspendié en 30

mL de PBS para determinar viabilidad celular.

3.2 Determinacion de viabilidad celular

De la suspension de micobacterias (obtenidas en el paso anterior) se realizaron
diluciones seriadas 1:50, 1:100 y 1:200 con PBS a pH 7.4. De cada dilucién se
tomaron 25 pL y se les agregd 25 pL de solucion DAF [12.%L de diacetato de
fluoresceina (0.5 g en 100 mL de acetona fria) mas 1 mL de PBS]. Unas gotas de
esta mezcla se colocaron en la camara de Neubauer, se realizo la observacion al
microscopio de fluorescencia donde se contabilizaron las micobacterias que
metabolizaron el colorante y se ajustd la suspension de micobacterias a la

concentracion de 2.5x10° cel/100 pL con PBS.

3.3 Induccion de tuberculosis pulmonar crdnica en ratones

El experimento se realiz6 con ratones machos (x30 g) Balb/C singénicos, se
colocaron 10 animales en jaulas equipadas con microaisladores vy filtros, las cuales
fueron conectadas a un sistema de presion negativa con flujo constante Yy filtracion
de aire una vez inoculados. Cada animal fue anestesiado con pentobarbital sédico
por via intraperitoneal (56 mg/kg) y fijado boca arriba en una tabla con la finalidad
de exponer la traquea por medio de una incision previa en la cara anterior del
cuello, en la cual se administraron 2.5x10° cel (100 pL) de una suspensién de
micobacterias usando una cénula recta. Después de inocular cada animal, la
incisién fue suturada y los ratones se colocaron en posicion vertical hasta su
recuperacion. Los animales se colocaron en las jaulas con microaislador, y
mantuvieron en observacion durante dos meses con libre acceso al alimento y
agua, tiempo en el cual desarrollan la TB pulmonar avanzada similar a la
observada en pacientes que acuden a consulta médica (Hernandez-Pando et al.,
1996; 2005; 2006).
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3.4 Tratamiento de animales con licarina A
Los animales con TB progresiva (60 dias después de la infeccion) fueron
agrupados de la siguiente forma:

e Grupo I: 8 animales que recibieron Unicamente vehiculo (aceite de olivo
extra virgen SIGMA) previamente filtrado (utilizando un filtro estéril marca
Acrodisc Syringe filter de 0.2 pm).

e Grupo II: 8 animales tratados con licarina A (dosis 5 mg/kg), disuelta en

aceite de olivo extra virgen (previamente filtrado) por sonicacion de 30 min.

Los animales de cada grupo fueron administrados via intradérmica (vehiculo y
licarina A) cada tercer dia. Cuatro animales por grupo fueron sacrificados a los 30
y 60 dias de tratamiento. Al finalizar cada periodo de tratamiento, los ratones
fueron anestesiados con éter etilico (EE) y sacrificados por exanguinacion para

obtener los pulmones de cada animal.

3.5 Cuantificacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Un pulmén (derecho o izquierdo) de cada ratén se colocé en criotubos NUNC de
1.8 mL y se mantuvieron a -70°C hasta su analisis. El tejido obtenido de cada
animal fue homogenizado por separado en tubos estériles conteniendo 300 uL de
PBS/Tween 80 al 0.05% en un Polytron (Kinematica, Luzern, Switzerland) para
finalmente llevar el homogenizado a un volumen de 1 mL con la misma solucion.
De este homogenizado se realizaron tres diluciones seriadas (1:10, 1:100 y
1:1000) y 10 pyL de cada ditucise sembraron por duplicado en cajas Petri
provistas de 10 mL de agar Middlebrook 7H10 (Difco) enriquecido con OADC
(acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa). Las cajas se incubaron a 37°C en
presencia de CO; al 5% y humedad al 70% por 21 dias, posterior al tiempo de
incubacion se contabilizd el ndmero UFC’s con ayuda de un microscopio
estereoscopico Stem 2000 (ZEISS ®). Los resultados obtenidos fueron analizados
con el programa Sigma Stat 3.5 y se reportan como la M £ DS en valores de

millones de micobacterias por pulmén.
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3.6 Observacion de area neumonica.

Se utilizé el pulmén izquierdo o derecho de cada animal, dicho d6rgano fue
perfundido via traqueal con etanol absoluto y fueron sumergidos en el mismo
disolvente durante 48 horas para su fijacién. Posteriormente, estos tejidos se
deshidrataron en alcohol etilico absoluto y xilol (J.T. Baker), incluyeron en parafina
Tissue-Tek VIP (Sakura Finetek®), realizaron cortes parasagitales de 3 um de
grosor de c/u (mediante un microtomo LEICA) y fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina. Al término de este proceso se observo la presencia de neumonia en un

sistema analizador de imagenes automatizado Q Win 5000, LEICA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Recientemente, la busqueda de agentes antituberculosos ha recobrado la atencion
de diferentes grupos de investigacién a nivel mundial, debido al problema que
representa la rapida diseminacion de TB-MFR y TB-XFR (Jain y Mondal, 2008). A
pesar de contar con farmacos de primera y segunda linea para tratar la
enfermedad, muchos de los casos actuales no responden a los tratamientos
establecidos mediante el programa TAES y TAES-Plus, incluso para los casos
XFR no existe alternativa terapeutica (Yew y Leung, 2008; Zager y McNerney,
2008; Jain y Mondal, 2008). Por otro lado, el desarrollo de agentes
antituberculosos fue escaso durante mucho tiempo y a la fecha s6lo dos nuevos
compuestos (RBT y RPT) han sido aprobados por la FDA para el tratamiento de la
enfermedad. Estos fArmacos no son de uso extenso y solo se emplean para tratar
casos de TB-MFR y aquellos provocados por MAC (O'Brien y Spigelman, 2005;
Tomioka, 2006; Tomioka y Namba, 2006). En la literatura cientifica se describen
numerosos compuestos, tanto de origen natural como sintéticos, con importante
actividad in vitro (Cantrell et al., 2001; Tomioka H, 2006; Okunade et al., 2004;
O'Brien y Spigelman 2005; Lenaerts et al.,, 2008b), pero son escasos los
trabajos que describen el potencial antituberculoso de estos compuestos en
modelos in vivo (Herndndez-Pando et al., 2005; Dinakaran et al., 2008;
Lenaerts et al., 2008a; Villar et al., 2008; Sotver et al., 2000) y los que existen
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son principalmente derivados de farmacos de primera linea (I, R, S, E). Asi mismo,
pocos trabajos describen la toxicidad subaguda de compuestos puros de origen

natural.

Dado el problema que representa la TB a nivel mundial y tomando en cuenta que
México no escapa a esta realidad, nuestro grupo de trabajo desarrolla una linea de
investigacion permanente sobre el potencial antituberculoso de las plantas
medicinales de México, como resultado de esta busqueda, a la fecha se cuenta ya
con candidatos potenciales para el tratamiento de la TB como la licarina A, licarina

B y eupomatenoide 7.

Estos neolignanos obtenidos del extracto hexanico o metandlico de las raices de
A. taliscana por fraccionamiento quimico biodirigido, inhibieron moderadamente el
crecimiento de M. tuberculosis H37Rv (Léon, 2005). Al evaluar estos compuestos
contra cepas monorresistentes de M. tuberculosis H37Rv y contra aislados clinicos
de M. tuberculosis MFR, se observo gue la licarina A fue el mas activo, mostrando
valores de CMI de entre 3.12 a 12.5 pg/mL (Calderén, 2008) (Tabla 5,
antecedentes). Dado el efecto antimicobacteriano observado, se procedi6 a
determinar la DLsp; de la licarina A, mediante el método de Lorke (1983)

obteniéndose un valor >1760 mg/kg.

Obtencion de la licarina A

Para el desarrollo del presente trabajo fue necesario obtener mayor cantidad del
compuesto puro. A partir de 1.397 g de fraccibn que contenia licarina A se
realizaron cromatografias de tipo preparativa y procesos de recristalizacién con
acetato de etilo, mediante este procedimiento se obtuvieron 366.9 mg de licarina A

con diferentes grados de pureza corroborado mediante ccf (Figura 11).
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Figura 11.- Ccf de licarina A
purificadas por cromatografia de
tipo preparativa y recristalizacion.

Sistema de elucién: CHCI; + 5 gotas
MeOH,

Revelador: H,SO, 10%

Muestras: R=Referencia de licarina
A, Cl= licarina A fraccion 1,
C2=licarina A fraccién 2, C3 y C4 se
reunieron en las fracciones C1 y C2
segun su perfil cromatografico.

La identificacion quimica del compuesto se realiz6 mediante el analisis de sus
datos de RMN-'H, EM-IE (ANEXO 2 Y 3, Tabla 7 y 8), UV, DC y RO y por
comparacion con los datos previamente descritos (Enriquez et al., 1984; Ledn,
2005; Li y Yang, 2007, 2008; Phan et al., 2006). Cabe mencionar, que en la
literatura se describen isémeros para el compuesto, la (+)-licarina 6 (+)-
dehidrodiisoeugenol, la isolicarina y (-)-licarina A (Figura 12) aislados de Myristica
fragans (Li y Yang, 2007, 2008) y de Machilus odoratissima (Phan et al., 2006).
En este trabajo se decidid6 determinar inequivocamente la estereoquimica del
compuesto, analizando el espectro de RMN-'H, el resultado de RO y el DC del
compuesto obtenido. Cabe mencionar, que a la fecha solo se reporta la presencia
de licarina A en algunas especies de Aristolochia, sin definir la estereoquimica del
mismo (Enriquez et al., 1984; Ledn, 2005; Abe et al., 2002).

Tabla 7.- Comparacion de los desplazamientos quimicos en ppm de la licarina A en el espectro de

RMN-'H.
Protén Licarina A Licarina A (Léon, 2005))

2 5.11,d, J,3=9.45 Hz 5.09

3 3.49-3.39, dq, Jame=6.7 Hz, J3,=9.3  3.39-3.47; J3me=6.72 HZ, J53,=9.3
Hz Hz

4 6.773,d, J46= 6.3 Hz 6.77; J46=6.15 Hz

6 6.773, d, Je4= 6.3 Hz 6.77; J6.4=6.15 Hz

2 6.972, dd 6.97

5 6.898, dd 6.897

6 6.891, dd 6.892

o 6.36, dd, Jo3=15.6 Hz, Jo.,2= 1.5 Hz 6.36; J,3=15.84 Hz, J,.,= 1.77 Hz

B 6.04-6.16,qd, J.q=15.6 Hz, Jg.,= 6.6 6.04-6.16, Jg.o= 15.7 Hz, Jg.,= 6.45
Hz Hz

y 1.86, d, J,..= 1.62 Hz, J,.s= 6.57 Hz 1.86, Jy.o= 1.74 HZ, J, 4= 6.72 Hz.
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CH3 (3) 137, d, J3—Me= 6.81 Hz 13, J3—Me= 6.75 Hz
OCHg3; 3.87,s 3.87

OCH5 (3) 3.89, s 3.89
OH (4) 562, s 5.62

MeO S
OMe
(a) HO

(-)-Licarina A

(+)-Licarina A

MeO &N
OMe (C)
HO

Isolicarina A

Figura 12.- Estructura quimica de los isomeros de licarina A. (-)-licarina A (a), (+)-licarina 6 (+)-
dehidrodiisoeugenol (b) e isolicarina A (c).

Los centros quirales que influyen en la estereoquimica de la licarina A son los C-2
y C-3 (Figura 12). En el espectro de RMN-'H, se observa un doblete en 5 5.09 con
constante de acoplamiento (J) =9.45 Hz, que corresponde al H ubicado en C-2, el
valor de la J es similar al reportado para la (+)-licarina y para la (-)-licarina A (J=9.6
Hz) aislado de Magnolia kachirachirai (El-Feraly et al., 1982), de Myristica
fragrans (J=9.0 Hz) (Li y Yang, 2007), de Krameria cystisoides (J=9.3 Hz)
(Achenbach et al., 1987), de Machilus odoratissima (J= 9.5 Hz) (Phan et al.,
2006) y al aislado del género Aristolochia (J=9.5 Hz) (Ledn 2005; Enriquez et al.,
1984). Ademas, odoratisol A, autrobailignano 7 son estructuras semejantes a la

(-)-licarina A obtenidos a partir de M. odoratissima (Phan et al., 2006). La
comparacion de los valores de J nos permiten proponer que el isdmero aislado en

este trabajo, corresponde a la (-)-licarina (Figura 13).
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Por otro lado, el analisis del espectro de DC (ANEXO 4) nos muestra un efecto
Cotton positivo a 237 nm (+) y otro negativo a 267 nm (-), lo que indica que en la
molécula existen dos centros quirales. Estos datos concuerdan con lo reportado
por Phan et al., 2006. Los maximos de absorcion en UV, asi como el patron de
fragmentacion del compuesto son semejantes a los previamente descritos en la
literatura para el (-)-licarina A (Tabla 8, ANEXO 3 y 5). Otro analisis que nos
permitid determinar la estereoquimica del compuesto, fue el valor de la rotacion
6ptica el cual fue negativo ([a]p?®> = -0.159), este dato coincide con lo reportado
para la (-)-licarina A ([a]p?® = -44.0) aislada de M. odoratissima (Phan et al., 2006)
y para el producto de sintesis ([o]p® = -44.0) (Nascimento et al., 2000) cuya

estereoquimica para el C-2y C-3 es S.

Tabla 8.- Resultados de los estudios de EM-IE, DC, UV y RO de la licarina A.

Compuesto EM-IE (m/z) DC (nm) UV (nm) RO Referencia
326(100,M"), 311([M-

*(-)-Licarina | Me]"), 309([M-OH)"], 237 (+), Amax=219 'y

A 137([4-hidroxi-3- 267(-) 274

metoxifenilmetileno]")

326(100,M%), 311(M-
Me]"), 309([M-OH),

(+)-Licarina | 295(I[M-MeO]"), 225 (-), 266
A 264([M-2MeQ]"), (+), 307 (-) Amax=218'y +18.0° Liy Yang,
147(]3-metoxi-5-(prop- 274 2007.
lenifenil])  137([4-
hidroxi-3-
metoxifenilmetileno]”)
(+)-Licarina NR 275 (+), Amax=219 y Achenbach et
A 222 (-) 273 al., 1987.
Licarina A 326(100,M%), 311([M-
Me]"), 309([M-OH)7, NR Amax= 218.4y Ledn, 2005.
137([4-hidroxi-3- 274.4
metoxifenilmetileno]")
(-)-Licarina A NR 242 (+), NR -44.0 ° Phan et al.,
269 (-) 2006

326(100,M%), 311(M-

Me]"), 309([M-OH)",

Isolicarina A | 295([M-MeO]"), 220 (-), 243  Anax=221y -24.2 ° Liy Yang,
264([M-2Me0]"), (+), 289 (-) 272 2007.
147(]3-metoxi-5-(prop-

1enifenil])  137([4-

hidroxi-3-

metoxifenilmetileno]”)

* Valores obtenidos para compuesto aislado de A. taliscana en el presente trabajo. NR: No reportado.
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Con base en el andlisis de los datos espectroscopicos y constantes fisicas
proponemos con mayor certeza que el compuesto obtenido del rizoma de A.
taliscana (extracto hexanico y metandlico) corresponde a la (-)-licarina, cuya
estereoquimica de los dos centros quirales (C-2 y C-3) es S (Figura 13), de
acuerdo a la regla de Cahn-Ingold-Prelog. Sin embargo, no descartamos la

presencia de los otros isémeros pero en menor cantidad.

(-)-Licarina A

Figura 13.- Estructura de la (-)-licarina A obtenida de A. taliscana.

Evaluacion toxicol6gica subaguda de la (-)-licarina A.

En la literatura cientifica, son escasos los trabajos que describen la determinacion
toxicoldgica de compuestos puros de origen vegetal con potencial farmacologico,
la mayoria se enfocan a la evaluacion de extractos (Déciga-Campos et al., 2007;
Rasekh et al., 2008; Thanabhorn et al., 2006). Errbneamente se cree que la
mayor parte de los productos naturales y/o derivados de estos son inocuos; sin
embargo, muchos de ellos resultan nocivos o provocan severos efectos adversos
y en ocasiones irreversibles por contener principios altamente toéxicos (Ferés et
al., 2006; Deciga-Campos et al., 2007), por lo que es necesario conocer el efecto

toxico de sustancias activas para determinar su potencial bioldgico.

La evaluacion de la toxicidad subaguda de la (-)-licarina A se realizé en ratones
Balb/C administrados cada tercer dia por via subcutdanea durante 48 dias. Los
resultados obtenidos de este experimento se describen a continuacion. El analisis
estadistico del peso de los animales que recibieron vehiculo y compuesto (dosis 5
mg/kg) no presentd diferencia significativa entre los grupos estudiados respecto al
control (Tabla 9 y Gréfica 1). Ademas, no se observaron sintomas de toxicidad

aparente, cambios en el comportamiento, ni alteraciones macroscopicas en piel,
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pelo, ojos y mucosas durante el transcurso del experimento. Cabe mencionar que
durante el desarrollo del estudio un animal del grupo tratado con (-)-licarina A
murié al dia 42, al animal muerto se le realiz6 la autopsia y se observé la
formacién de un coagulo en arterias cercanas al corazén, por lo que la muerte del

ratbn muy probablemente estuvo asociada a un problema cardiaco ajeno a la
administracion del (-)-licarina.

Tabla 9.- Registro semanal de pesos (g) de los animales durante el estudio de toxicidad subaguda
de (-)-licarina A.

Grupo Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 35 Dia 42 Dia 48

Control 19.63 + 2014+ 2219+ 2241+ 23.00+x 2370+ 2443+ 2494+
0.42 0.36 0.40 0.52 0.56 0.58 0.54 0.67

Vehicul 19.85 + 2130+ 2195+ 2323+ 2368+ 2501+ 2555+ 2685+
o] 0.47 0.58 0.68 0.69 0.74 0.68 0.62 0.66

Tratado 1919+ 2090+ 2185+ 2325+ 2408+ 2515+ 2560%* 26.29%
S5V 0.37 0.62 0.52 0.59 0.62 0.55 0.66 0.73

Los valores estan expresados como la M £ E.S.M., n= 7, p<0.05. Control: Grupo que no recibié
ningun tratamiento. Vehiculo: Animales con aceite de olivo extravirgen previamente filtrado (filtro
0.22 um). Tratado 5 V: Grupo tratado con (-)-licarina A (5 mg/kg) disuelta en aceite de olivo filtrado.

N
(e}
J

—— Control

0 / Eiasc?éTratzaaBmien%g 42 48

Grafica 1.- Peso semanal de animales (n=7) en estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A.
Resultados expresados como la M + DS.

Al finalizar el experimento, los animales de cada grupo fueron anestesiados para
proceder a tomar muestra sanguinea (800 puL aproximadamente); estos animales
murieron por exanguinacion y se les extrajo higado, bazo, rifidn, corazon, cerebro,
pulmoén y hueso. A primera vista no se observan alteraciones macroscopicas en
cada uno de los oOrganos de los distintos grupos, por otro lado, el andlisis

estadistico del peso de 6rganos indicé que no existe diferencia significativa entre
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los grupos tratados y Unicamente se observa discrepancia en el peso del higado
de los distintos grupos (Tabla 10 y Grafica 2), por lo que se consider6 pertinente
la realizacion de un andlisis de t de Student. En este nuevo andlisis estadistico se
encontré6 que no existe diferencia significativa entre el peso de este 6rgano
respecto al control. Sin embargo, se corroboraron estos resultados con el analisis
histol6gico de los érganos y con el analisis de parametros bioquimicos indicativos

de dafio hepético.

Tabla 10.- Peso (g) de 6rganos de animales en estudio de toxicidad subaguda con (-)-licarina A.

Grupos Bazo Higado Rifion Cerebro Corazén Pulmoén

Control 0.1 £0.00 1.15+0.03 0.32 £ 0.02 0.40 = 0.00 0.10 + 0.00 0.17 £ 0.02

Vehiculo | 0.1+0.00 1.23 +0.02 0.36 +0.01 0.35+0.01 0.12 +0.02 0.20 £ 0.04

Tratado | 0.1+0.00 1.05+0.02 0.32+0.02 0.38 +0.01 0.10 £ 0.00 0.17 £ 0.02
5V

Valores expresados como la M + E.S.M., n=7, excepto corazén y pulmén n=4 p<0.05. Control:
Grupo que no recibié ningun tratamiento. Vehiculo: Animales tratados con aceite de olivo
extravirgen (filtrado). Tratado 5 V: Corresponde al grupo tratado con 5 veces la CMI de (-)-licarina A
disuelto en  aceite de olivo filtrado.

1.4 -

1.2 1

O Control

s

]

o LI

Bazo Higado Rifién CerebraCorazén Pulmon

Gréfica 2. Representacion grafica de los pesos de drganos de animales tratados con (-)-licarina A.
Resultados expresados como la M + DS.
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A continuacion se describen los parametros hematoldgicos (serie blanca y serie
roja) de los animales tratados (Tabla 11, Graficas 3, 4 y 5). Cabe aclarar que de
los siete ratones por grupo, tres se emplearon para determinacion de este estudio
y cuatro para andlisis de quimica sanguinea, debido a la cantidad de sangre que
se puede obtener de cada animal. El andlisis estadistico (n=3) de los datos
hematolégicos mostré que no existen diferencias significativas entre los grupos
estudiados, ya que no se observaron variaciones de importancia estadistica entre
los grupos vehiculo y tratado 5 mg/kg con respecto al control.

Tabla 11.- Valores hematolégicos del estudio toxicoldgico subagudo de la (-)-licarina A.

Parametros Blanco Vehiculo Tratado 5V
Eritrocitos x 10° /UI 8.47 +0.29 8.59+0.14 8.397 £ 0.07
Hemoglobina g/dL 13.65 + 0.44 14.32+0.30 13.7£0.23
Hematocrito % 41.02+1.46 43.12 +0.83 41.43+0.20
V.C.M. fL 48.45 +0.17 50.15+0.13 49.5 +0.35
C.H.C.M. g/dL 33.27 +0.23 33.17£0.33 33.03+£0.46
Leucocitos x 1000 /uL 7.025 £ 0.87 6.05 + 1.019 5.4+0.62
Segmentados % 10.66 £+ 1.85 14.33£0.33 12.66 £ 1.76
Bandas % 0+£0.00 0+0.00 0+£0.00
Eosindfilos % 0+£0.00 0.5+ 0.50 1.33+ 0.66
Basofilos % 0+0.00 0 +0.000 0+0.00
Linfocitos % 86.50 + 3.12 80.75+4.92 84.66 + 3.33
Monocitos % 0+0.00 0 £ 0.000 0+0.00
Plaquetas x1000 /uL 470000 + 26897 525250 + 27753 471666 + 80741

Los valores estan expresados como la M £ E.S.M., n=3 p<0.05. Control: grupo que no recibi6
ningun tratamiento. Vehiculo: animales tratados con aceite de olivo extravirgen (filtrado). Tratado 5
V: 5 veces la CMI de (-)-licarina A disuelta en aceite de olivo filtrado

100
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360 | = Vehiculo
=X
40
20
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fS"ob ‘@b o b‘& 6&0 & &o
N B & (&)
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f

Gréfica 3.- Valores hematologicos del estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A. Resultados
expresados como la M £ DS
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Graéfica 4.- Valores hematolégicos del estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A
(continuacién). Resultados expresados como M + DS
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Gréfica 5.- Valores hematolégicos del estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A

(continuacién). Resultados expresados como la M + DS
El andlisis estadistico (n=4) de los resultados de quimica sanguinea revela que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre la mayoria de los elementos
determinados en cada uno de los grupos de estudio (control, vehiculo y tratados
con (-)-licarina A). Sélo se reportaron variaciones en cuanto a los niveles de
triglicéridos, colesterol de baja densidad y la enzima GPT, por lo que fue necesaria
la realizacion de una prueba de t-Student, encontrando que no existen diferencias
considerables entre el grupo tratado con respecto al grupo control (Tabla 12,
Graficas 6, 7 y 8).
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Tabla 12.- Valores de quimica sanguinea del estudio toxicolégico subagudo de la (-)-licarina A.

Parametro Control Vehiculo Tratado 5V
Glucosa mg/dL 209.41 £ 7.57 215.65 +9.62 186.74 £ 7.16
Colesterol mmol/L 27.46 £ 0.53 30.29 £ 0.86 27.85+1.29
Triglicéridos mmol/L 1.68 £ 0.10 1.78 £0.18 1.36 £ 0.31
HDL mmol/L 20.91+£1.03 26.23 £ 0.62 24.86 £ 1.16
LDL mmol/L 1.87+0.14 2.41+0.04 2.19+0.18
ALP U/L 231.25 £ 28.68 250 + 5.02 291.25 + 16.35
Urea mg/dL 53.05 +3.33 51.90 £5.78 48.57 £ 6.08
Acido trico mg/dL 2.76 £0.42 2.10+0.85 1.93+0.44
Creatinina mg/dL 0.25+0.02 0.280£0.01 0.29 +0.01
Bilirrubina total mg/dL 0.73+0.16 0.82+0.32 0.44 + 0.05
Bilirrubina directa mg/dL 1.98 £ 0.70 1.64 +£0.27 1.28£0.23
GPT U/L 44,12 +7.32 49.93 +19.14 27.14+1.31
gGT U/L 1.10 £ 0.09 0.75 £ 0.062 1.69 £ 0.05
GOT U/L 80.91 +£11.20 97.46 + 10.69 109.28 + 0.59

Los valores estan expresados como M + E.S.M., n=4 p<0.05. Control: grupo que no recibié ningin
tratamiento. Vehiculo: animales tratados con aceite de olivo extravirgen (filtrado). Tratado 5 V:
animales con 5 veces la CMI de (-)-licarina A disuelta en aceite de olivo filtrado.
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Gréfica 6.- Valores de quimica sanguinea del estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A. Los

resultados aparecen expresados como M £ DS.
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Graéfica 7.- Valores de quimica sanguinea del estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A
(continuacién). Los resultados estan expresados como la M + DS
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Gréfica 8.- Valores de quimica sanguinea del estudio de toxicidad subaguda de (-)-licarina A
(continuacién). Los resultados aparecen expresados como M + la DS

Los resultados de peso ponderal, peso de organos y parametros de biometria
hematica no muestran alteracion significativa respecto al control y concuerdan con
lo encontrado en un estudio previo realizado para el mismo compuesto por
Calderéon, 2008. En caso de que la (-)-licarina A provocara dafio sobre los
parametros de biometria hematica se observaria alteracién en los valores de la
serie roja y serie blanca, lo cual es indicativo de proceso infeccioso o inflamatorio

y de anemia.



La alteracion del peso corporal y de o6rganos en los animales tratados con
extractos o sustancias de origen natural son indicativos de un potencial efecto
toxico provocado por estos (Thanabhorn, et al., 2006). Asi mismo, la inexistencia
de alteraciones en los parametros de urea, creatinina, Ac. Ur y gGT entre los
grupos de estudio, sefala que no existen alteraciones de la funcion renal.
Ademas, al observarse los valores de ALP, BD, BT, gGT, GPT y GOT sin cambios
significativos indica que no existe dafio hepatico en los animales de los grupos
control, vehiculo y tratado con el compuesto. Finalmente los valores de glucosa,
colesterol total, HDL, LDL vy triglicéridos de los grupos (tratados 5V, vehiculo y
control) permanecieron sin cambios significativos, lo cual indica que no existen
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Cornejo, 2008; El
Hilaly et al., 2004; Thanabhorn, et al., 2006). Sin embargo, falta por corroborar
estos datos mediante el andlisis histolégico del higado, bazo y rifion.

Estudios histoldgicos

Si bien los estudios de quimica sanguinea, biometria hematica, peso corporal y
peso de dérganos realizados en el presente trabajo no muestran la existencia de
alteracion o de un efecto téxico evidente, producto de la administracion subaguda
de la (-)-licarina A, se procedié a realizar un estudio histolégico a partir de las
muestras de higado, pulmon, rifidn y bazo de cada grupo siguiendo la metodologia
previamente descrita, esto con la finalidad de confirmar la inexistencia de algun
efecto toxico a nivel microscopico causado por la administracion subaguda del
compuesto en estudio. A continuacion se presenta el analisis por 6érgano de cada

uno de los diferentes grupos experimentales, asi como la interpretacion del mismo.

a) higado:

Este 6rgano es de gran importancia para el cuerpo y ha sido denominado “el
guardian del medio interno” debido a sus funciones metabdlicas y destoxificantes,
por lo que un trastorno a nivel hepatico tiene consecuencias que alteran
gravemente la homeostasis (Robbins y Cotran, 1988). La histopatologia del

higado (Figura 14) mostré que no existe alteracion alguna entre el grupo control
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con respecto al vehiculo y al tratado con (-)-licarina A (5V), lo cual se ve reflejado
al observar integridad en la triada portal hepéatica (compuesta por arterias, venas y
conductos biliares), disposicion de hepatocitos en cordones homogéneos, no hay
presencia de zonas necréticas y no se observa la presencia de tejido conjuntivo
alrededor de las venas centrales. Sin embargo, se observo la presencia de minima
esteatosis (acumulacién de acidos grasos y triglicéridos en el citoplasma de
hepatocitos) en los grupos vehiculo y tratado con compuesto 5V. Esta alteracion
es causada muy probablemente por el uso del aceite de olivo como vehiculo, ya
que este dafio se observa en ambos grupos y no en el control negativo. En la
literatura esta bien documentado que algunos farmacos (tetraciclinas,
metotrexato), alcohol y alimentos ricos en grasas inducen esteatosis (Robbins y
Cotran, 1988). Sin embargo, los valores indicativos de este padecimiento
(colesterol, trig, GOT y GPT) en el analisis de quimica sanguinea de los animales
del grupo de vehiculo y tratado con la (-)-licarina A no se ven alterados en forma

significativa.

Figura 14.- Histologia de higado de los diferentes grupos de estudio. a) Control (aumento de 40X),
b) vehiculo (aumento de 20X) y c¢) Tratado 5V (aumento de 40X).
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b) pulmones:

La funcién especifica y principal de los pulmones es el realizar el intercambio
gaseoso que tiene lugar particularmente a nivel de los alveolos (Robbins y
Cotran, 1988). El estudio histopatolégico (Figura 15) de este 6rgano no mostré
alteracion a nivel microscopico entre el grupo control y los grupos tratados
(vehiculo y tratado 5V), observandose una clara diferenciacion de las principales
estructuras del pulmoén (bronquiolos, venas y alveolos). Por otro lado, no se
observa precipitado granular intraalveolar, lo cual indica que no hubo edema
pulmonar asociado a trastornos hemodinamicos y al aumento de la permeabilidad
capilar o alveolar (Robbins y Cotran, 1988). Cabe aclarar que la histologia de
este organo se realizo debido a que es el 6rgano méas afectado en caso de TB

progresiva.

Figura 15.- Histologia de pulmones de los diferentes grupos de estudio. a) Control (aumento 20X),
b) Vehiculo (aumento 20X) y ¢) Tratado 5V (aumento 20X)
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c) rifdn:

Los rifiones desempefian algunas de las funciones mas criticas necesarias para la
supervivencia. Excretan los productos de desecho del metabolismo, regulan de
manera exacta la concentracién corporal de agua y electrolitos, mantienen el
balance acido adecuado del plasma y actian como 6rgano enddcrino al secretar
hormonas tan importantes como la eritropoyetina, renina y prostaglandinas
(Robbins y Cotran, 1988). El analisis histopatologico de los rifiones (Figura 16)
muestra clara diferenciacion morfoldgica entre la médula y corteza (dos de las
principales zonas anatomicas del rifién expuestas a efectos téxicos), asi mismo
existe integridad en los glomérulos en todos los grupos de animales evaluados
(control negativo, vehiculo y (-)-licarina A).

Figura 16.- Histologia de rifiones de los diferentes grupos de estudio. a) Control (aumento 2.5X), b)
Control (aumento 10X), c) Vehiculo (aumento 2.5X), d) Vehiculo (aumento 10X), e) Tratado 5V
(aumento 2.5X) y f) Tratado 5V (aumento 10X).
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d) bazo:

En el bazo se lleva a cabo la maduracion y la destruccién de glébulos rojos viejos,
lesionados o andbmalos. Ademas, es el encargado de mantener a las plaguetas en
buen estado y juega un papel importante en la respuesta inmune, ya que produce
anticuerpos y también lleva acabo la fagocitosis. Estructuralmente se aprecian en
este organo dos regiones, la pulpa roja (rica en células fagociticas mononucleares)
y la pulpa blanca (rica en células linfoides de tipo B y T) (Robbins y Cotran,
1988). El andlisis histopatolégico de este 6rgano (Figura 17) revel6 una clara
diferenciacién entre la pulpa blanca y roja de los grupos estudiados y una ligera
hiperplasia de la pulpa blanca, siendo mas evidente en el grupo tratado con (-)-
licarina A que en el vehiculo. La presencia de hiperplasia se asocia a procesos
inflamatorios y se puede presentar por dos razones: a) como resultado de un
estimulo fisico (inyeccion cada 3% dia) o b) en respuesta a la presencia de un
cuerpo extrafio [(-)-licarina A] aunado a que la administracion tanto del vehiculo
como del compuest