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RESUMEN

En las últimas tres décadas ha renacido el interés por los productos naturales y sus posibles 
aplicaciones en la industria agrícola, alimenticia
y farmacéutica; ésta última, en su búsqueda de medicamentos nuevos y más eficientes. 
Aproximadamente el 30% de los fármacos empleados en los países industrializados 
proceden o se han modelado a partir de productos vegetales. La efectividad de los 
tratamientos botánicos ha sido reconocida por muchos. Sin embargo, son pocos los estudios 
científicos que validen las propiedades medicinales de las plantas. A pesar de la gran 
variedad de plantas mexicanas, el porcentaje de especies estudiadas por su actividad 
antibiótica es bajo. Tomando en consideración lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el 
de encontrar nuevas sustancias que puedan ser utilizadas como antimicrobianos, en contra 
de Mycobacterium tuberculosis, a partir de extractos de plantas de fácil acceso en gran 
parte del territorio nacional, como lo son el árbol de aguacate y el arbusto tatalencho o 
pegajosa. El efecto inhibitorio de los extractos fue medido en ensayos in vitro directos por 
medio de una técnica colorimétrica fluorimétrica (Azul alamar) y por medio del conteo de 
unidades formadoras de colonias (UFC). Posteriormente se procedió a fragmentar los 
extractos por los métodos de Soxhlet y con la columna de Silica gel. Las fracciones 
generadas fueron entonces probadas como agentes inhibitorios contra las cepas H37Ra y 
H37Rv de M. tuberculosis con los métodos ya mencionados. Los extractos y sus fracciones 
demostraron tener efecto inhibitorio en contra de las micobacterias, siendo la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) para la fracción hexánica (PAH) de P. americana de 7.8 pg/ml, y 
para la fracción hexánica (El) de G. glutinosum de 31.2 pg/ml, por lo que podemos 
considerar a dichos extractos como potenciales terapias antituberculosas. Para 
complementar el trabajo y aumentar su relevancia, se probó in vitro la capacidad de los 
extractos para activar macrófagos peritoneales murinos, lo cual fue determinado 
indirectamente al medir la concentración de nitritos (un metabolito estable de la 
degradación del óxido nítrico) en el medio de cultivo. Los macrófagos no fueron activados 
por el extracto de P. americana, pero sí aumentaron ligeramente la producción de óxido 
nítrico al ser expuestos al extracto de G. glutinosum. Por último, se determinó la toxicidad 
de los extractos contra estas mismas células. Ambos extractos presentaron una 
citotoxicidad del 15% a una concentración de 250 pg/ml, que fue, sin embargo, una de las 
concentraciones más altas utilizadas en los ensayos. El aislamiento e identificación de las 
sustancias activas serán tema para trabajos posteriores.
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ABSTRACT

In the last decades the interest for natural products and their potential applications in 
farming, food and pharmaceutical industries has increased, encouraging research to find 
new and more efficient cures for diverse maladies. About 30% of drugs used in 
industrialized countries have their origin in vegetal products. Effectiveness of botanical 
therapy has been acknowledged empirically; however, there is only a few scientific studies 
that valídate their healing properties. Despite that there are an enormous variety of Mexican 
plants, the percentage of species scientifícally studied for their antibiotic properties is rather 
low. This study was undertaken to search new substances with potential antimicrobial 
activity against Mycobacterium tuberculosis. Plants were selected based on that they were 
form the región and freely available, as the avocado tree and “tatalencho” bush are. The 
inhibitory effect was measured with in vitro assays using the flourimetric technique Alamar 
blue and the colony forming unit (CFU) method. Then, fragmentation of the plant extracts 
was the next phase to complete. For this, the Soxhlet and Silica gel methods were used. 
Revealed fractions were then tested against M. tuberculosis strains H37Ra and H37Rv 
growth. Minimal inhibitory concentration (MIC) for the hexanic fraction of P. americana 
was 7.8 pg/ml and for the hexanic fraction of G. glutinosum (El) was 31.2 pg/ml, these 
results indícate that the extracts can be considered as potential therapy against tuberculosis. 
To further add to the relevance of the present work, the potential of the extract to actívate 
peritoneal murine macrophages in vitro was evaluated. Nitrites, wish are a stable 
metabolite of the degradation of nitric oxide, were measured in the culture broth. The P. 
americana extract did not actívate the cells, but nitric oxide production was slightly 
increased by the G. glutinosum extract which was associated with 15% toxicity at a dose of 
250 pg/ml. Elucidation of the Chemical structure of the active compound (s) is underway.
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1. INTRODUCCIÓN

La tuberculosis es una enfermedad producida por la bacteria Mycobacterium 

tuberculosis que se considera re-emergente y uno de los problemas de salud pública más 

importantes del mundo, además de ser la causa de aproximadamente tres millones de 

muertes en el mundo cada año. En las últimas décadas se han detectado cepas de M 

tuberculosis multi-resistentes a drogas, aumentado la gravedad del problema. La 

importancia de este trabajo radica en la búsqueda de nuevos medicamentos capaces de 

inhibir el crecimiento de las cepas drogo-resistentes. Una fuente de sustancias 

antimicrobianas que no ha sido explorada óptimamente son las plantas. Debido a su gran 

diversidad y distribución mundial, podrían ser una fuente inagotable para la 

investigación científica. El objetivo de este trabajo fue el de evaluar la efectividad de 

extractos de plantas en contra del bacilo tuberculoso, para lo cual se seleccionaron dos 

plantas en base a su uso tradicional contra diversas enfermedades. Las plantas 

seleccionadas fueron Gymnosperma glutinosum (árbol pegajoso) y Persea americana 

(árbol de aguacate). Ambas plantas presentaron actividad inhibitoria contra las cepas 

H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis, siendo más efectivos los extractos de P. americana. 

Los extractos de G. glutinosum, sin embargo, estimularon ligeramente la producción de 

óxido nítrico por parte de los macrófagos, mostrando tener actividad pro-inflamatoria. 

En base a los resultados podemos considerar que los extractos de estas plantas tienen 

potencial como drogas para el control de la tuberculosis; sin embargo, aún falta aislar e 

identificar los compuestos responsables de la actividad antimicobacteriana, lo cual se 

realizará en futuros trabajos.
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2. HIPÓTESIS

Los extractos de hojas de Gymnosperma glutinosum y Persea americana y sus 

fracciones activas tienen el potencial de inhibir el crecimiento de las cepas H37Ra y 

H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, y poseen efectos pro-inflamatorios demostrables 

en la inducción de la producción de óxido nítrico por macrófagos peritoneales murinos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antimicrobiano de extractos de hojas de Gymnosperma 

glutinosum y Persea americana y fracciones activas contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

3.2.1 Determinar el efecto inhibitorio directo in vitro de extractos crudos y 

fracciones de Gymnosperma glutinosum y Persea americana contra las 

cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.

3.2.2 Evaluar el efecto in vitro de extractos de Gymnosperma glutinosum y 

Persea americana en la activación de macrófagos peritoneales murinos 

(producción de óxido nítrico).
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4. ANTECEDENTES

4.1 Mycobacíerium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es un patógeno intracelular facultativo que causa alta 

morbilidad y mortalidad alrededor del mundo, y que mata a 3 millones de individuos por 

año (Murria et al., 1990; Raha, 2004; Raviglione et al., 1995). Se calcula que la tercera 

parte de la población mundial está infectada con el bacilo tuberculoso. Tras la infección, 

existe una probabilidad del 10% de adquirir la enfermedad, mientras que el 90% restante 

se traduce en infecciones latentes con bacilos viables circulando en el organismo del 

paciente. Este 10% equivale a los 8 millones de reportes anuales con tuberculosis activa, 

resultando en el número de muertes antes mencionadas. Por lo mismo, la tuberculosis 

tiene el primer lugar en muertes causadas por agentes infecciosos (Bonecini-Almeida et 

al., 1998). Las infecciones por esta bacteria se han incrementado a raíz de la pandemia 

inducida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y a la aparición de cepas 

resistentes a múltiples drogas (Chaisson y Slutkin, 1989; Chan et al., 1992; Greene et 

al,. 1982; Sepkowitz et al., 1995; Raviglioni et al., 1995). Debido a la emergencia de 

casos de tuberculosis resistentes a drogas (Fischl et al., 1992), se requieren de nuevos y 

más eficaces medicamentos anti-micobacterianos para el mejoramiento de la terapia 

actual.

La tuberculosis fue definida como entidad clínica con el término de “tuberculosis” en 

1830 y el bacilo fue identificado por Koch en 1882. La transmisión de bacilos 

tuberculosos se produce básicamente por vía aérea, y en la zona de inoculación 

pulmonar, los macrófagos alveolares actúan destruyendo los bacilos (Vincent y Marchal,

4



2002; Raha, 2005). Posteriormente, los bacilos son transportados por los propios 

macrófagos a los ganglios regionales donde se produce la respuesta inmunitaria, 

mediada fundamentalmente por los linfocitos T (inmunidad celular). El tiempo que 

transcurre desde la entrada del bacilo (infección) hasta que se establece la respuesta 

inmunitaria es el período de incubación que oscila entre 6 a 8 semanas. Puede ocurrir 

que antes del desarrollo de la respuesta inmunitaria celular se produzca una 

diseminación vía sangre o linfa que dé lugar a siembra de bacilos en diversos tejidos 

como las zonas apicales del pulmón, las vértebras, las epífisis de huesos largos, etc., que 

condicionen la evolución ulterior a enfermedad progresiva tras períodos largos de 

latencia.

Los macrófagos alveolares actúan fagocitando los bacilos tuberculosos a nivel de los 

alvéolos pulmonares (Vincent y Marchal, 2002). En esta fase puede ocurrir que los 

bacilos sean destruidos en su totalidad o que se produzca una persistencia y replicación 

de los mismos dentro del macrófago alveolar, debido a que las micobacterias poseen 

mecanismos que les permiten eludir los mecanismos bactericidas de los macrófagos, 

entre estos se encuentran la producción de enzimas hidrolíticas y compuestos 

nitrogenados, la inhibición de la fusión fagosoma-lisosoma, la inhibición de la 

producción de intermediarios reactivos del nitrógeno, la modulación de la presentación 

antigénica, la alcalinización del fagosoma, etc., (Flynn y Chan, 2003; Pai et al., 2003; 

Raha, 2005).

Los macrófagos, además del mecanismo de fagocitosis, producen citocinas para el 

control de la infección (Hickman et al., 2003; Fenhalls et al., 2002). El factor de
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necrosis tumoral-alfa (TNF-a) es fundamental para producir una respuesta 

granulomatosa adecuada. Las interleucinas a su vez actuarían reclutando nuevas células 

defensivas al foco de infección, como son macrófagos y linfocitos. Esta Ia respuesta 

defensiva limita la replicación inicial pero generalmente es insuficiente para eliminar 

todos los bacilos. Subsecuentemente, se produce la migración de macrófagos y células 

dendríticas infectadas a los ganglios linfáticos regionales, donde tiene lugar la respuesta 

específica de antígeno dependiente de los linfocitos T CD4+. Se sabe que M. 

tuberculosis tiene la capacidad de inducir la producción de TNF-a y óxido nítrico por 

macrófagos que afectan el crecimiento de esta bacteria. Además, el interferón gamma 

(IFN-y), producido por los linfocitos T, puede potenciar la actividad microbicida de los 

macrófagos contra M. tuberculosis (Trajkovic et al., 2002; Aung et al., 1996). El papel 

del TNF-a en la tuberculosis es positivo, al reclutar leucocitos encargados de la 

formación de granulomas a los focos de infección, lo que se observa comúnmente en 

ratones (Kindler et al., 1989; Raha, 2005). Sin embargo, en humanos, se ha demostrado 

que en los monocitos y los macrófagos alveolares, el TNF-a promueve la replicación 

intracelular de los bacilos de la tuberculosis (Byrd et al., 1997), lo cual podría deberse a 

la patología inflamatoria intrínseca de esta citocina en los pulmones (Moreira et al., 

2002).

El potente activador de macrófagos IFN-y, es crítico para el desarrollo de una respuesta 

inmunológica efectiva contra la tuberculosis, cuya acción protectora depende de la 

inducción de la producción de óxido nítrico por macrófagos (Dalton et al., 1993; Flynn 

et al., 1993; Ghering et al., 2003; Gordon, 2003; Jo et al., 2003). El IFN-y juega un
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papel central en la defensa del huésped contra M. tuberculosis mediante la activación del 

macrófago y la regulación del procesamiento de antígeno por moléculas de MHC clase 

II (Gehring et al., 2003). Sin embargo, se ha reportado que M. tuberculosis es capaz de 

sobrevivir en los macrófagos una vez que se estimulan los linfocitos T CD4+, lo cual 

controla pero no elimina a este patógeno; una lipoproteína de 19-kDa de esta bacteria 

inhibe la expresión del ARNm y de la proteína HLA-DR regulada por IFN-y (Gehring et 

al., 2003). En forma análoga, Gomez-Flores et al. (1997b) demostraron que la activación 

de los macrófagos con IFN-y antes o después de la infección por el complejo 

Mycobactarium avium- M. intracelullare (MAC) podría dirigir el curso de la infección, 

y que el óxido nítrico podría ser prejudicial, más que benéfico para los macrófagos 

infectados con MAC.

Cuarenta por ciento de los casos mundiales anuales de tuberculosis son reportados en el 

sureste de Asia; tan sólo en la India ocurren 500 mil muertes al año, con una incidencia 

y prevalencia de 1.5 a 3.5 millones al año (Raha, 2005). En México, durante el año 

2000, se observaron cifras de morbilidad variables en los estados, teniendo como valor 

inferior 3.03 por 100,000 en el estado de Tlaxcala, y como cifra máxima 38 por 100,000 

en el estado de Tamaulipas. Los estados con incidencias mayores fueron Tamaulipas, 

Baja California, Guerrero, Veracruz, Nuevo León, Nayarit, Sinaloa, Tabasco, Chiapas y 

Colima y los estados con menor morbilidad fueron Tlaxcala, Zacatecas, Guanajuato, 

Estado de México, Distrito Federal, Michoacán, Yucatán, Aguascalientes, Puebla y 

Jalisco. El grupo de edad más afectado fue el de la población en edad productiva y las

7



enfermedades que se asociaron con mayor frecuencia a la tuberculosis fueron la diabetes 

mellitus, la infección por VIH y el SIDA.

La mortalidad por tuberculosis pulmonar se ha incrementado considerablemente en los 

últimos años; en 1999 ocupó el lugar número 19 con 3.3 muertes por cada 100,000 

habitantes, siendo la segunda causa de muerte ocasionada por un sólo agente etiológico 

(sólo superada por el VIH/SIDA) y el 95% de las defunciones ocurre en mayores de 15 

años. El estado con la mortalidad más alta en el país en los últimos 10 años ha sido 

Chiapas. Por casi 30 años no se han desarrollado nuevos agentes antituberculares con 

nuevos mecanismos de acción (Cohn et al., 1997; Espinal et al, 2001).

Ha habido una serie de obstáculos prácticos para el desarrollo de nuevos agentes anti- 

TB, entre estos están la falta de incentivos económicos debido a la predominancia de la 

enfermedad en los países en desarrollo. El crecimiento lento y la naturaleza altamente 

contagiosa de M. tuberculosis también han coadyuvado a desalentar los esfuerzos para el 

descubrimiento de drogas. Sin embargo, en los últimos años se han identificado varias 

drogas con interesante actividad anti-TB; tales compuestos son las rifamicinas. La 

rifabutina es activa contra un pequeño porcentaje de cepas resistentes a la rifampina 

(Chien et al., 2000; Yang et al., 1998), y es clínicamente activa (Matteelli et al., 1999; 

Narita et al, 2000). El rifapenteno tiene una vida media mayor, lo cual permite 

administrar dosis en forma intermitente, pero este exhibe reacción cruzada con rifampina 

(Leanerts et al., 1999). El compuesto KRM-1648 es al parecer el más potente de las 

rifamicinas y ha demostrado tener actividad en la fase clínica II para el tratamiento de la 

tuberculosis (Tomioka, 2000); sin embargo, también exhibe reacción cruzada con la 

rifampina. Las fluoroquinolonas, tales como la ofloxacina y la levofloxacina, han
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demostrado actividad clínica (Maranetra, 1999; Sirgel et al, 2000; Yew et al., 2000); sin 

embargo, la moxifloxacina (recientemente aprobada), es la fluoroquinolona más activa 

contra M. tuberculosis in vitro y en ratones (Gillespie y Billington, 1999; Ji et al., 1998; 

Miyazaki et al., 1999). Dos miembros de una nueva clase de antimicrobianos llamados 

oxazolidinonas, han mostrado una actividad modesta in vivo contra M. tuberculosis 

(Cynamon et al., 1999). Aunque todos estos compuestos muestran potencial, ninguno ha 

sido evaluado en fases clínicas (con la excepción del compuesto KRM-1648 y algunas 

quinolonas). formador lo anterior expuesto, es muy crítico identificar nuevos agentes 

antimicobacterianos.

La resurgencia de enfermedades infecciosas tales como la tuberculosis resistente a 

múltiples drogas hace necesario el descubrimiento de nuevas drogas específicas de 

fuentes naturales y sintéticas. En relación al uso de extractos de plantas y sus 

compuestos activos contra M. tuberculosis, se han evaluado una gran variedad de 

terpenoides de los cuales uno de los más efectivos es el norditerpenoide 12- 

demetilmulticaulina (Farley, 1993), aislado de las raíces de Salvia multicaulis, con una 

concentración mínima inhibitoria (CM1) de 0.46 pg/ml. Es más activo que el etambutol 

y tan activo como la rifampina. Otros terpenoides con altas actividades anti-TB son el 

sesquiterpeno dehidrocostuslactona (Barre et al, 1997), el esteral ergosterol-5,8- 

endoperóxido (Francois et al., 1996), y el (E)-fitol (Jones y Luchsinger, 1986). Además, 

se ha reportado que los extractos hexánicos de Lantana hispida inhibieron el crecimiento 

in vitro de la cepa H37Rv de M. tuberculosis (Jiménez-Arellanes et al, 2002).
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4.2 Medicina tradicional y su relación con la farmacología contemporánea.

El uso de hierbas para tratar enfermedades era ya conocido por civilizaciones antiguas 

alrededor del mundo, sin embargo, su importancia dentro de la ciencia había sido poca 

hasta tiempos recientes, y cada vez es más común encontrar terapias que involucran a la 

medicina occidental con la medicina tradicional. (Abreu y Branco, 2003; Akihisa et al., 

2005; Hostettmann y Terreaux, 2000; Kawashima et al., 2006; Kimura, 2006; Plaeger, 

2003; Rojas et al., 2006). El interés por la medicina botánica se ha incrementado en los 

últimos años; médicos y público en general parecen mostrar preferencia por los 

productos que contienen “extractos naturales” que por los productos basados en 

sustancias “sintéticas”. (Borchers et al., 2000; Torrado-Truiti et al., 2003). Actualmente, 

en Estados Unidos, entre un tercio y la mitad de los productos farmacéuticos tienen su 

origen en plantas superiores; sin embargo, pocos son utilizados como antibióticos ya que 

para este fin hemos confiado en las drogas que han circulado desde la década de 1950, 

como lo son la penicilina, ampicilina y tetraciclina entre otros, provocando que el papel 

de los derivados de plantas sea mínimo. Sin embargo, este arsenal fue utilizado 

indiscriminadamente, causando que las cepas bacterianas se adaptaran creando 

mecanismos inhibidores de drogas. Este problema fue enfrentado creando medicamentos 

de segunda generación, que son en realidad drogas ya conocidas modificadas 

químicamente en el laboratorio. Los microorganismos rápidamente crearon resistencia a 

esta nueva gama de tratamientos, surgiendo así la necesidad de buscar una nueva fuente 

de compuestos antibióticos. La variedad (de 250 a 500 mil especies) y distribución 

mundial de las plantas son las características deseables para explorar una nueva fuente, 

barata y al alcance de la mano (Ahmed et al., 2005; Cowan, 1999; Fabricant y 

Famsworth, 2001; Moi et al., 2006; Rojas et al., 2006; Torrado-Truiti et al. 2003). Los
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usos tradicionales primarios de las plantas medicinales en la región norte de México 

incluyen el tratamiento de enfermedades respiratorias, tos, resfriados, bronquitis, 

amigdalitis, neumonía; enfermedades gastrointestinales, dolores estomacales, diarrea, 

disentería, problemas hepáticos, excesiva secreción de bilis, diabetes, indigestión, 

gastritis, amibiasis, helmintiasis; enfermedades ginecológicas, amenorrea, infecciones 

vaginales y venéreas, hemorragias; enfermedades de la piel, úlceras, infecciones 

fúngicas, heridas, y en infecciones oculares (García-Alvarado et al., 2001a, -b; Gomez- 

Flores et al., 2000).

En el caso específico de M. tuberculosis, existen ya numerosos trabajos en los cuales se 

describen sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano, procedentes de plantas. Tal 

vez el ejemplo más notable sea el caso de la diploicina, obtenida a partir del liquen 

Buellia canescens, la cual fue modificada posteriormente dando como resultado la 

clofazimina, una de las drogas utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis. También, 

en busca de antimicrobianos más eficaces, existen reportes de diferentes compuestos 

alterados químicamente, como es el caso de la diosporina (Lall et al., 2003). Tomando 

en cuenta las características químicas de ésta y otras drogas antituberculosas (isoniazida, 

rifampicina, etambutol, etc.), además de las características de la micobacteria, podemos 

predecir que los nuevos compuestos serán insolubles en agua, y deberá ser posible su 

fagocitosis por parte de los macrófagos, para que puedan así eliminar a los bacilos 

tuberculosos (Reddy et al., 1999).
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4.3 Gymnosperma glutinosum

4.3.1 Características generales

Gymnosperma glutinosum, también conocida popularmente como Tatalencho, 

Jarilla, Moto, Mariquita, Motita, Cola de Zorro, Xonequitl, Hierba Pegajosa, Jucu 

Ndede, Zazal, Escobilla, Pegajosa), es una planta de un metro de altura, cuyos tallos 

exudan un material pegajoso. Las hojas son angostas y las flores, de color amarillos 

pálido, se encuentran en cabezuelas sobre las puntas de la planta. Es un arbusto 

distribuido desde Guatemala y México hasta el sureste de los Estados Unidos 

(Gallardo-Vázquez et al., 1992).

Figura 1.- Gymnosperma glutinosum

4.3.2 Usos medicinales tradicionales Gymnosperma glutinosum

En la medicina tradicional de México se usa esta planta para el tratamiento de 

diarreas, úlceras y reumatismo (Martínez, 1959). En el estado de México, Durango y 

Guanajuato se utiliza para tratar reumatismo, fiebre e inflamación. En Puebla, su 

aplicación medicinal abarca dolores de cabeza, piquetes de hormiga, jiotes 

(enfermedad de la piel caracterizada por manchas blanquecinas), y en animales se
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utiliza en la rotura de huesos. Otras propiedades que se le atribuyen son como 

antidiarréico, para tratar la fiebre amarilla y para soldar huesos (Gallardo-Vázquez et 

al., 1992). Aunque existen reportes de toxicidad hacia el ganado (Lañe, 1980), 

recientemente se ha reportado su uso como forraje en el noreste de México 

(Foroughbackhch et al., 1997).

4.3.3 Estudios fitoquímicos

Los pocos estudios fitoquímicos realizados hasta ahora han resultado en el 

descubrimiento de más de 20 flavonoides (Domínguez y Torre, 1974; Yu et al., 

1988) a partir de los extractos alcohólicos, y de 4 diterpenos (Maldonado et al., 

1994; Martínez et al, 1994, Calderón et al., 2001) de los extractos hexánicos. No 

existe, sin embargo, ningún reporte en la literatura científica sobre una relación entre 

la estructura de los productos naturales aislados y citotoxicidad hacia células de 

mamíferos o de actividad biológica en contra de agentes infecciosos.

4.3.4 Farmacología y toxicidad

Hay estudios que indican que el aceite esencial se absorbe rápidamente por tejido 

subcutáneo, excita la función motora de los centros musculares, pero al mismo 

tiempo impide las funciones de las extremidades de los nervios sensitivos de la piel y 

la excitabilidad de la fibra muscular. El aceite esencial puede causar la muerte por 

parálisis de los centros bulbares respiratorios, y el extracto hidroalcohólico por vía 

subcutánea produce parálisis, dilatación de las pupilas, somnolencia, abatimiento de 

la temperatura y muerte (Gallardo-Vázquez et al., 1992).
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En nuestro laboratorio hemos demostrado actividad antibacteriana contra especies de 

Salmonella, Escherichia y Pseudomonas (datos mostrados en los resultados), que 

nos permiten anticipar que esta planta tendría un efecto contra el bacilo de la 

tuberculosis.

4.4 Persea americana

4.4.1 Características generales.

También conocido como árbol de aguacate, es una planta que se cultiva en climas 

cálidos o templados que alcanza 20 m de altura, de tronco grueso y con hojas 

alargadas que terminan en punta. Las flores son pequeñas y sus frutos son ovalados, 

con semilla grande rodeada por la pulpa carnosa. Se cultiva por sus frutos y crece 

asociado con la selva tropical caducifolia, subcaducifolia, perennifolia, matorral 

xerófílo; bosques mesófilo de montaña, de encino y pino (Gallardo-Vázquez et al., 

1992).

4.3.5 Estudios preeliminares.

Figura 2.- Persea americana

4.4.2 Usos medicinales tradicionales

La planta de aguacate es frecuentemente empleada contra lombrices y parásitos 

intestinales. Para este tratamiento, se utiliza la cáscara de la semilla o del fruto en
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infusión, o bien, el cocimiento de la hoja. Se usa también en padecimientos del tipo 

ginecológico (cólicos menstruales, facilitación del parto), diabetes (Antia et al., 

2005), en trastornos digestivos como diarreas y dolor de estómago, y en problemas 

de la piel y reumas (Gallardo-Vázquez et al., 1992). Existen diversos estudios in vivo 

e in vitro sobre el efecto protector del tejido conjuntivo para el aceite (especialmente 

el de las semillas); a nivel articular, posee efecto condroprotector, inhibiendo la 

actividad colagenolítica, reduciendo la producción espontánea de estromielsina, 

interleucina-1, interleucina-6, interleucina-8 y prostaglandina E2 por parte de los 

condrocitos, contribuyendo al mantenimiento del contenido en glicosaminoglicanos 

e hidroxiprolina, al inhibir su alteración enzimática. Los resultados fueron superiores 

con la asociación de los insaponifícables de aguacate y soya (Antia et al., 2005) 

Gallardo-Vazquez et al 1992; Hall-Ramirez et al., 2002). Estudios in vivo o in vitro 

realizados con diferentes extractos de la hoja (fresca o desecada, a veces con tallos) 

han demostrado actividad antiparasitaria (antimalaria, antigiardia), diurética, 

relajante de la musculatura lisa y citostática (Antia et al., 2005).

4.4.3 Estudios fítoquímicos

Se utiliza el aceite (Avocado oleum) obtenido por expresión de la pulpa del fruto, su 

insaponifícable y la hoja (Persea folium). El aceite contiene 85% de triglicéridos 

además de mono y diglicéridos, ácidos grasos libres y fosfolípidos. Como ácidos 

grasos característicos: ácidos cis-9-hexadecanóico, palmitoleico y zoomarínico, si 

bien los mayoritarios son los ácidos oleico, linoleico, linolénico, palmítico y 

esteárico (Gallardo-Vazquez et al 1992; Hall-Ramirez et al., 2002). El 

insaponifícable contiene hidrocarburos alifáticos de C18 a C22 (20%), alcoholes
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triterpénicos (aprox. 30%, cicloartenol, 24-metil-cicloartenol) y un 45% de esteróles 

(colesterol, beta-sitosterol y campestrol). Otros componentes del aceite son las 

saponinas, los taninos, las flovataninas, los flavonoides, los alcaloides y los 

polisacáridos (Antia et al., 2005); además, posee también tocoferoles, carotenoides y 

vitaminas A, D y E. Hoja: contiene 0,5% de aceite esencial, con estragol (3-85%), 

cariofileno (6-49%), eugenol, anetol, alfa y beta-pineno, cimeno, linalol, fameseno, 

e-cadineno y humuleno. Otros componentes de la hoja son polioles (4.7%, perseitol) 

y taninos catéquicos (4,7%)(Hall-Ramirez et al., 2002).

4.4.4 Farmacología y toxicidad

Los extractos de la semilla se han probado contra diversos microorganismo, entre 

ellos Escherichia coli, Staphylococcus pyogenes, Staphylococcus aureus y Sarcina 

lútea (Gallardo-Vázquez et al., 1992; Hall-Ramírez et al., 2002). Por otro lado, los 

compuestos alifáticos de cadena larga aislados de la cáscara del fruto, como por 

ejemplo el l,2,4,tihidroxi-n-hepadeca-16-eno, han demostrado actividad bactericida 

sobre microorganismos gram-positivos como Bacillus subtilis, Bacillus cereus, 

Salmonella tiphy, Shigella disenterie y Staphylococcus aureus (Hall-Ramirez et al., 

2002). También se ha observado actividad antitumoral in Mitro del extracto 

metanólico preparado de hojas frescas en un cultivo de células inducidas por el virus 

de Epstein Barr. Varios estudios con animales han sugerido actividad hipotensora en 

extractos acuosos y etanólico-acuosos, preparados con hojas y administrados en ratas 

por las vías intravenosa e intragástrica (Gallardo-Vazquez et al 1992; Hall-Ramirez 

et al., 2002). Esta actividad fue también observada en perros tratados por la vía 

intravenosa con extractos acuoso y etanólico (95%) preparado con hojas y tallos. Se
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ha observado también una actividad diurética en ratas tratadas por vía intragástrica 

con un extracto hidro-alcohólico preparado a partir de hojas. Se ha probado 

experimentalmente una fuerte actividad de estimulación del útero de las ratas 

tratadas con extractos metanólicos y acuosos de hojas y tallos. La actividad 

espasmogénica y relajante del músculo liso se ha observado en extractos acuosos y 

etanólicos preparados a partir de hojas de tallos de esta planta, en diferentes modelos 

experimentales utilizando órganos aislados de conejo (duodeno) y cobayo (íleon). Se 

ha demostrado en ratones que una fracción no saponificable obtenida a partir de 

frutos de esta planta administrada vía intraperitoneal es inmunoestimulante 

(Gallardo-Vazquez et al 1992; Hall-Ramirez et al., 2002). En la literatura se indica 

que la actividad bactericida se debe a la presencia de uno de los compuestos 

alifáticos no saturados de carbono (1,2,4-trihidroxiheptadecano), que se encuentra en 

la pulpa y las semillas de la planta. Algunos autores le asignan al compuesto 

obtenido de semillas flavanol 4,8- biscatequín la actividad antitumoral comprobada 

frente al Sarcoma 180 en ratones y ratas. La actividad irritante del aceite obtenido de 

la semilla se evaluó por una prueba de irritación oftálmica en conejos, obteniendo 

resultados positivos. Algunos autores reportan envenenamiento, que en ocasiones ha 

provocado la muerte de diversos tipos de animales al ingerir diferentes partes de la 

planta. En los estudios con canarios la autopsia ha revelado presencia de congestión 

pulmonar e hidropericardio como posibles causas de muerte. Diversos estudios 

sugieren que las toxicidades agudas por vía intraperitoneal de 8.8 g/kg y agudas y 

sub-agudas por vía oral son muy bajas (Gallardo-Vazquez et al. 1992).
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Resultados preliminares en nuestro laboratorio muestran que los extractos de P. 

americana presentan actividad inhibitoria contra Candida albicans, y además 

presentan citotoxicidad contra las líneas celulares L929, L1210 y U937. Se ha 

reportado también que los extractos metanólicos de la semilla de P. americana 

poseen actividad inhibitoria contra Tripanosoma cruzi (Abe et al., 2005). 

Basándonos en los reportes previos, creemos que los extractos de esta planta 

presentarán actividad antimicobacteriana.

4.4.5 Estudios preliminares.

4.5 Confiabilidad de las pruebas de susceptibilidad a drogas para 

Mycobacterium tuberculosis

Si analizamos detenidamente la situación actual de las pruebas de susceptibilidad de 

drogas en micobacterias usadas tradicionalmente y si además las llevamos a la 

práctica, observamos inmediatamente altos costos y deficiencias en su 

reproducibilidad, velocidad y confiabilidad. Sin embargo, dicha situación 

permaneció inalterable por décadas, y no fue hasta que surgió la necesidad de 

mantener una vigilancia estrecha sobre la incidencia de cepas mutiresistentes a 

drogas que han comenzado a surgir nuevas técnicas, más eficientes y más rápidas 

(Ribeiro et al., 2004; Kim, 2005; Akselband et al., 2005). Debido a que la mayor 

incidencia de esta enfermedad es en los países en vías de desarrollo, se busca que los 

nuevos métodos sean de bajo costo y fáciles de realizar para que la capacitación del 

personal sea lo menos complicada posible.
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4.5.1 Métodos colorimétricos

Los métodos clorimétricos están basados en la medición de densidades ópticas 

(absorbancias a 540nm ó 570nm, por ejemplo). Algunos de estos métodos miden 

de manera directa la formación de algún metabolito, como en el caso del ensayo 

de reducción de nitritos, el cual está basado en la habilidad de M. tuberculosis de 

reducir los nitratos a nitritos, los cuales pueden ser fácilmente medidos con 

reactivos que producen un cambio de color (por ejemplo el reactivo de Griess) 

(Martin et al., 2004). Otros métodos colorimétricos se basan en la reducción de 

un reactivo agregado, el cual al ser alterado químicamente presenta un cambio de 

la coloración, tales son los casos del bromuro de (3-4,5 dimetil-2 tiazol)-2,5 

difenil- 2H tetrazolio (MTT) y el Resazurin (azul Alamar), entre otros.

El MTT, cuyo color original es amarillo, al ser reducido por enzimas 

deshidrogenasas produce un cristal insoluble en agua (azul de formazán), el cual 

precipita y debe ser diluido en un agente poco polar, como es el caso del dimetil 

sulfóxido (DMSO) para poder determinar su concentración por medio de la 

determinación de las densidades ópticas (Gomez-Flores et al., 1995; Mshana et 

al., 1998). Por su parte, el azul Alamar mientras está en estado oxidado mantiene 

una coloración azul, y al ser reducido cambia a un fuerte color rosa (Franzblau et 

al., 1998; Martin et al., 2004).
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4.5.2 Intensidad de fluorescencia

Para esta técnica son necesarias moléculas que al ser excitadas con un rayo de cierta 

longitud de onda emita fluorescencia. La intensidad de dicha fluorescencia puede ser 

medida y registrada. Estos principios pueden ser utilizados para determinar el 

porcentaje de inhibición de un microorganismo al ser expuesto a un agente químico. 

El azul Alamar no solamente es útil para técnicas colorimétricas, si no que además se 

puede aprovechar en fluorimetría. Las bacterias en proceso de proliferación 

producen moléculas reductoras, y es gracias a esta actividad metabólica que el azul 

Alamar puede ser una herramienta en el monitoreo de la sensibilidad a antibióticos, 

la cual se puede medir gracias al cambio de color del reactivo. La forma oxidada 

(azul) no es fluorescente, pero al ser reducida (rosa) se vuelve fluorescente, y la 

medición de la intensidad de fluorescencia se realiza excitando a 530-560nm y 

midiendo la emisión a 590nm y la información se expresa en unidades de intensidad 

de fluorescencia (Collins y Franzblau, 1997; Franzblau et al, 1998; Martin et al., 

2004; Ribeiro et al., 2004).
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4.5.3 Incorporación de compuestos indicadores

Las sustancias radioactivas pueden ser una herramienta útil en la medición de 

viabilidad y son usadas en experimentos con líneas celulares y ensayos de 

sensibilidad bacteriana. En el caso de M. tuberculosis es necesaria una molécula que 

sea capaz de atravesar la pared de lipo-arabino-manano que cubre al bacilo y se 

incorpore a su medio intracelular. Se han realizado trabajos en diferentes especies de 

micobacterias usando timidina y glicerol tritiados (Gomez-Flores et al., 1997a; 

Pacini et al., 1997). Después de un período relativamente corto de incubación, las 

bacterias son recuperadas a través de un sistema de filtración, y diluidas en líquido 

de centelleo. La medición se realiza en cuentas por minuto (Clayton et al., 2004). Sin 

embargo, es una técnica cuyo costo final es elevado, y presenta además el problema 

del proceso de desechos radioactivos. En otros estudios se utilizan también medios 

de cultivo, como el 7H12, a los cuales se les adicionan sustancias como el ácido 

palmítico marcado con 14C, que al ser metabolizado produce l4C02, el cual puede ser 

utilizado para medir el índice de crecimiento de las micobacterias (Lall et al., 2003).

4.5.4 Citometría de flujo

La citometría de flujo es una técnica instalada en el laboratorio clínico produciendo 

resultados rápidos. Esta técnica está basada en el conteo individual de células, 

además de ser capaz de diferenciar la complejidad de los diferentes tipos celulares. 

Tomando ventaja de esta última característica, se han realizado estudios en los que 

se han incorporado tinciones fluorescentes de los ácidos nucleicos (Pina-Vaz et al., 

2005) para aumentar la precisión de la prueba, ya que de esta manera, al poder 

diferenciar entre células o bacterias vivas y muertas, se puede obtener un estimado
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más exacto del numero de unidades formadoras de colonias (UFC) viables en nuestra 

muestra. Aplicada en pruebas de sensibilidad a antibióticos en micobacterias podría 

ser una técnica confiable, segura y rápida. Sin embargo, no todos los laboratorios 

poseen los recursos necesarios para obtener y pagar el mantenimiento de un 

citómetro. El manejo de este aparato es más bien complejo y requiere de cierto nivel 

de conocimiento, por lo que la capacitación del personal puede ser lenta.
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5 MÉTODOS

5.1 Aislamiento de sustancias bioactivas de plantas

5.1.1 Obtención de los extractos acuosos de Gymnosperma glutinosum y Persea 

americana

Las hojas colectadas se enjuagaron para eliminar restos de polvo y material de 

insectos, y se dejaron secar a 37°C por 24 horas, después de lo cual las hojas secas se 

pulverizaron. Se dejaron hervir aproximadamente 80ml de agua destilada en un vaso 

de precipitados, se retiró de la placa caliente y se vertieron 5g de pulverizado de 

hojas. Se homogenizó la mezcla con un agitador de vidrio y se dejó reposar durante 

diez minutos a temperatura ambiente. Terminado este tiempo se filtró el 

sobrenadante utilizando un embudo de vidrio y un papel filtro; la muestra obtenida 

se refrigeró (aprox. 13° C) hasta su uso posterior. Después, se pesaron 16 viales de 

vidrio de 5ml estériles sin tapón, realizando las debidas anotaciones, se etiquetaron y 

se depositaron en ellos 2ml del filtrado previamente obtenido. Posteriormente se 

congelaron utilizando hielo seco en acetona, procurando que el filtrado quedara 

adherido a las paredes del vial. Inmediatamente después se sometieron al proceso de 

liofilización (Freeze dry System 7750020, LABCONCO Corporation, Kansas City, 

Missouri). El proceso duró aproximadamente cuatro horas. Una vez obtenido el 

liofilizado se pesaron de nuevo los viales sin tapón y se calculó la cantidad de 

extracto obtenido; se refrigeraron los viales hasta su uso, procurando evitar 

contaminación, en este caso se sellaron con parafilm (Akihisa et al, 2005; Holetz et 

al., 2002; Jiménez-Arellanes et al., 2003; Rai y Acharya, 1999).
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5.1.2 Obtención de los extractos metanólicos de Gymnosperma glutinosum y 

Persea americana

Se pesaron 5g del pulverizado de hojas, el cual se transfirió a una gasa (lOcm X 

lOcm) y se formó un saquito, asegurándolo con un alambre. En un vaso de 

precipitados se depositaron aproximadamente 80ml de metanol, en este se sumergió 

el saquito asegurándolo a la orilla con un clip, y se agregó un agitador magnético. Se 

selló el vaso con parafilm, se aseguró con cinta adhesiva, se colocó sobre una base 

agitadora (Laboratory Stirrer PC-410, Corning, NY) y se dejó mezclando por 24 

horas. Mientras tanto se etiquetaron y pesaron 20 tubos Eppendorf vacíos y estériles, 

y se realizaron las anotaciones necesarias. Terminadas las 24 horas, se transfirió un 

mililitro del extracto a cada tubo Eppendorf y se refrigeró (aprox. 13°C) hasta su uso 

posterior. Se sometieron los extractos a un proceso de secado utilizando un 

concentrador al vacío (Centrivap concentrador, Labconco, Kansas City, MO), este 

proceso duró aproximadamente cuatro horas. Al terminar, se pesaron de nuevo los 

tubos de Eppendorf y se realizaron los cálculos para conocer la cantidad de extracto 

obtenido. Se refrigeraron los extractos hasta su uso posterior, procurando evitar 

contaminación, en este caso se utilizó parafilm (Ahmed et al., 2005; Akihisa et al., 

2005; Betoni et al., 2006; Holetz et al., 2002; Jiménez-Arellanes et al., 2003; Rai y 

Acharya, 1999).

5.1.3 Fraccionamiento por el método Soxhlet

Por medio de la técnica Soxhlet se separaron sustancias de los extractos de G. 

glutinosum y P. americana en base a su polaridad por medio del arrastre con 

diferentes solventes. Los solventes utilizados fueron: hexano, cloruro de metileno,
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metanol-cloruro de metileno y metanol. Para esto se pesaron 60 g de la muestra 

previamente secada y pulverizada, y se colocó en un cartucho de celulosa de 45 X 

123 mm (Cellulose extraction thimbles, Whatman, Maidstone, England). Se inició la 

extracción con 600 mL de Hexano destilado. Posteriormente se concentró el extracto 

utilizando un rotavapor (Rotavapor R-205 Büchi, Brinkman Instruments, Inc., 

Wesrbury, NY) y se rotuló y guardó el extracto hasta su uso posterior. La misma 

muestra de macerado pasó entonces a una extracción similar, pero se cambió el 

solvente a cloruro de metileno destilado (400 mL). Se volvió a concentrar el extracto 

con el rotavapor y almacenar la muestra debidamente identificada. El tercer solvente 

utilizado fue una mezcla de cloruro de metileno-metanol (500mL). Finalmente se 

realizó una última extracción con 500mL de metanol. Todos los extractos fueron 

debidamente etiquetados y almacenados hasta su uso posterior (Bates y Schaefer 

1977; Hostettmann y Terreaux, 2000).

5.1.4 Cromatografía en columna del extracto de Gymnosperma glutinosum

La columna de vidrio se colocó en un soporte y se sujetó con pinzas. Se colocó la 

llave de paso en la columna. Se tomó un trozo de fibra de vidrio, se compactó y se 

introdujo en el fondo de la columna utilizando un aditamento largo de metal para 

colocar a presión la fibra en la parte angosta. Se colocó arena de mar (Sand, white 

quartz, Sigma-Aldrich St. Louis MO) para cromatografía en columna hasta formar 

un tapón de aproximadamente un centímetro de grosor. Se removieron las partículas 

de arena que quedaron adheridas a las paredes de la columna utilizando cloroformo y 

dando golpecillos con un martillo de goma. Se pesaron 25 g de Sílica Gel (Silica gel 

60, 32 - 63 |o.m, Universal Scientific Incorporated, Atlanta, Georgia) en un matraz
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Erlenmeyer se realizó una suspensión con 50 mL de cloroformo. La sílica formó 

entonces una interfase con el eluente. Se dieron ligeros golpes a la columna con un 

martillo de goma hasta que la sílica se compactó completamente. Se tomó una 

cantidad determinada del extracto a separar y se disolvió en el mínimo de 

cloroformo. Se colocó la muestra sobre el nivel de la sílica formando círculos 

concéntricos para que la muestra quedara homogéneamente distribuida. Se agregó un 

poco de solvente y se bajó el nivel del mismo para que la muestra quedara a nivel de 

la sílica. Se colocó arena de mar hasta formar un tapón de aproximadamente un 

centímetro de grosor. Se removieron las partículas de arena adheridas a la columna 

utilizando eluente. Al final se obtuvieron 7 fracciones super-colectivas o FSC. Sin 

embargo, se realizaron mezclas con las fracciones similares, como fue el caso de las 

FSC 2 y 3; Se mezclaron también las FSC 5,6 y 7. Dichas fracciones fueron 

fraccionadas nuevamente, obteniendo un nuevo grupo de fracciones (Tabla I) (Bates 

y Schaefer 1977; Domínguez y Torre, 1974).

5.1.4 Cromatografía en capa fina

La cromatografía de capa fina se utilizó como un método de identificación de las 

diferentes fracciones obtenidas por el método de cromatografía en columna. Por 

medio de un factor de resistencia (RF) se determinó la polaridad de cada compuesto 

y fue posible clasificar las fracciones obtenidas. La mezcla a separar se colocó en 

una placa de vidrio con una fase estacionaria de sílica gel con indicador para luz 

ultravioleta (Silica gel 60 F254, EM Science, Darmstadt, Germany) mezclada con 

sulfato de calcio como fraguante. Se disolvieron las fracciones en una pequeña 

cantidad de cloroformo en un tubo de ensayo, a partir de estos se tomaron las
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muestras con un capilar de vidrio y se colocaron en forma de puntos en la sílica. 

Posteriormente se colocó la placa de sílica en posición vertical dentro de un 

recipiente con 10 mL del eluente (mezcla 1:1 cloroformo-acetato de etilo) (Bates y 

Schaefer 1977; Maldonado et al., 1994; Martínez el al., 1994).

Fracción RF
SC1 1.0 y 0.879

SC4 0.541

A1 1.0

A2 1.0 y 0.879

B1 0.882

B2 0.337

C1 0.823, 0.729 y 0.635

C2 0.337 y 0.216

D1 0.541

D2 0.337 y 0.216

E1 0.541,0.337 y 0.216

E2 0.216

F 0.216

Tabla I.- Fracciones obtenidas a partir de hojas de G. 

glutinosum por el método de cromatografía en columna
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5.2 Efecto inhibitorio de los extractos acuosos y metanólicos de Gymnosperma 

glutinosum y Persea americana contra algunas cepas microbianas de importancia 

clínica: Estudio preliminar de actividad antibiótica.

5.2.1 Cultivo y crecimiento de V.cholerae, C. albicans y E.coli.

Las cepas fueron proporcionadas amablemente por el laboratorio de Microbiología 

de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL. C. albicans (aislado clínico) fue 

mantenida en cajas de agar Mueller Hinton (Becton Dickinson, Edo. de México). 

Para preparar soluciones de lxlO3 levaduras/ml se utilizó el agar YM Broth (Becton 

Dickinson, Detroid, Michigan). En los casos de V. cholerae cepa 25870 y E. coli 

cepas 25922 y 43895 se utilizó el medio de Infusión Cerebro Corazón (ICC) (Becton 

Dickinson, Edo. De México) con 35% de agar-agar (Research organics, Cleveland, 

Ohio) para su mantenimiento. Para las soluciones de lxlO3 bacterias/ml se utilizó 

caldo ICC.

5.2.2 Ensayos de inhibición del crecimiento de Vibrio cholerae cepa ATCC 

25870, Candida albicans (aislado clínico) y Escherichia coli cepas ATCC 25922 y 

43895, midiendo la reducción del bromuro de (3-4,5 dimetil-2 tiazol)-2,5 difenil- 

2H tetrazolio (MTT).

Primero se colocaron lOOpL del extracto a una concentración de lmg/ml en cada 

pozo de la fila A de la caja de 96 pozos (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ) y se 

adicionaron 50pL del medio de cultivo en las 7 filas restantes (B, C, D, E, F, G y H), 

posteriormente se realizaron diluciones seriadas con relación 1:2. Aparte, en la
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muestras con un capilar de vidrio y se colocaron en forma de puntos en la sílica. 

Posteriormente se colocó la placa de sílica en posición vertical dentro de un 

recipiente con 10 mL del eluente (mezcla 1:1 cloroformo-acetato de etilo) (Bates y 

Schaefer 1977; Maldonado et al., 1994; Martínez et al., 1994).

Fracción RF
SC1 1.0 y 0.879
SC4 0.541

A1 1.0

A2 1.0 y 0.879
B1 0.882
B2 0.337

C1 0.823, 0.729 y 0.635

C2 0.337 y 0.216

D1 0.541

D2 0.337 y 0.216

E1 0.541, 0.337 y 0.216

E2 0.216
F 0.216

Tabla I.- Fracciones obtenidas a partir de hojas de G. 

glutinosum por el método de cromatografía en columna
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misma placa se usaron seis réplicas del control positivo, que consistían en 50pL de 

un antibiótico para los microorganismos utilizados (Fungizona para C. albicans; 

Tetraciclina para E. coli y V. choleraé). Para el control negativo se agregaron 50pL 

del medio de cultivo solamente. Se agregaron 50pL de la solución de lxlO3 bacterias 

por mililitro a todos los pozos, de manera que el volumen final fue de 100pL. La 

concentración final de los extractos fue de 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 y 7.8 

pg/ml (Fig.5). Se dejó incubar a 37°C y 5% de CO2, el tiempo varía según el 

microorganismo (16 horas para C. albicans y 6 horas para E. coli y V. choleraé). Se 

adicionan lOpL de MTT (0.5 mg/ml, concentración final) por pozo y se dejó incubar 

aproximadamente 15 minutos (o hasta que se pudo apreciar un cambio en la 

coloración de los controles negativos). Posteriormente, se adicionaron lOOpL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) con el fin de disolver los cristales de azul de formazán, se 

realizó una homogenización y se midieron las absorbancias en un lector de 

microplacas a 540nm (Microplate autoreader, Biotek-Instruments, Winooski, VT) 

(Gomez-Flores et al., 1995).
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Ijl Tratamiento 1

HP Tratamiento 2 
^^Control negativo 

Control positivo 
(3 Pozos sin usar

Figura 4.- Diagrama de disposición de los tratamientos en placas de 

96 pozos (C. albicans, E. coli y V. cholerae)

5.2.3 Ensayos de inhibición del crecimiento de Vibrio cholerae cepa ATCC 

25870, Candida albicans (aislado clínico) y Escherichia coli cepas ATCC 25922 y 

43895, mediante el conteo de unidades formadoras de colonias en placas de 

agar.

Se preparó una placa de 96 pozos como ya se describió anteriormente. Después de 

agregar la solución de bacterias e incubar a 37°C y 5% de CO2 durante ocho o 

dieciséis horas, se realizó una dilución 1:10,000 de cada uno de los pozos. Se 

tomaron 100pL de cada una de dichas diluciones y se colocaron en una placa de agar 

previamente identificada (cepa, tratamiento, concentración y fecha), se dispersó el 

contenido con un asa de dispersión esterilizada a la flama. Se incubó a 37°C y 5% de 

CO2 hasta observar crecimiento macroscópico. Se realizó el conteo en un contador
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de colonias (ULB-100 Lightbox 37864-2000, Scienceware BEL-ART products, 

Pequannock, NJ) y se realizaron los cálculos necesarios para determinar el 

porcentaje de inhibición de los microorganismos (Kansal et al., 1997).

5.3 Preparación de las drogas control

Se disolvió lmg de clofazimina o rifampicina en 500pL de DMSO, 500pL de 

metanol y l.ópL de HC1 6N. A partir de esta muestra se realizaron diluciones de 

menor concentración usando el medio Middlebrook 7H9 Broth. Como control 

positivo de los ensayos de inhibición de los extractos metanólicos contra M 

tuberculosis se usó una concentración de lpg/ml de la clofazimina.

5.4 Actividad itt vitro de los extractos de plantas contra Mycobacterium tuberculosis.

5.4.1 Cultivo y crecimiento deM. tuberculosis.

Las cepas de M. tuberculosis H37Ra y H37Rv fueron amablemente proporcionadas 

por el Instituto de Investigaciones Biomédicas del Noreste, en Monterrey, N.L., y se 

mantuvieron en tubos con medio Lowenstein-Jensen (Remel, Lenexa, Kansas City, 

MO). Las suspensiones bacterianas se prepararon cultivando un inoculo inicial en 

agar Middlebrook 7H10 (BBL, Becton Dickinson, Cockeysville, MD), y 

subcultivando en caldo Middlebrook 7H9 (Difeo Laboratories, Detroit, Mich) 

conteniendo 0.5% de glicerol (Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, 

IN), 10% de enriquecimiento OADC (ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa) 

(Remel) y 0.05% de Tween 80 (Polisorbato 80, Sorbitan-Oleato, Poli-Oxietileno, 

Materiales y abastos especializados Jal. México) por 72 h a 37°C. Las suspensiones
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celulares (conteniendo perlas de vidrio de 3 mm de diámetro (Baxter, McGAw Park, 

111) se agitaron y sonicaron por 10 minutos en un ultrasonicador de baño de agua (80 

Watts de poder; Laboratory Supplies Co., Hicksville, NY) hasta que los agregados 

visibles se disgregaron. La solución de bacterias se centrifugó a 500 RPM por 10 

min y se recuperó el sobrenadante. Posteriormente, los cultivos se diluyeron en el 

mismo caldo a la concentración de 2.5 x 106 para la cepa H37Ra y de lx 106 

bacilos/ml para la cepa H37Rv (Cillins LA y Franzblau SG, 1997) utilizando una 

cámara de Neubauer (100X) y se confirmó la concentración de los bacilos con 

ensayos de UFC en placas de agar 7H10 (Bonecini-Almeida et al., 1998). Estas 

suspensiones se congelaron a -80°C hasta su uso (Gomez-Flores et al., 1996 a,b).

5.4.2 Ensayos de citotoxicidad con azul de Alamar para medir el efecto 

inhibitorio de los extractos metanólicos crudos y sus fracciones en contra de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis.

Se colocaron 200pL de medio de cultivo 7H9 en los pozos de la orilla de la placa 

para evitar la desecación del resto de los pozos. Posteriormente se transfirieron 

lOOpL del extracto metanólico crudo (lOOOpg/mL) o de las fracciones (500pg/mL) 

en la segunda fila de la placa de 96 pozos de color negro de fondo plano (Greiner 

bio-one 96 well black polystyrene fíat bottom). Se colocaron 50pL del medio de 

cultivo Middlebrook 7H9 broth con Tween 80 al 0.05% en las 7 filas restantes. Se 

tomaron 50pL de la segunda fila (la que contenía el extracto) y se realizaron 

diluciones seriadas, de manera que todos los pozos tuvieron un volumen final de 

50p.L. Para el control negativo se colocaron 50pL del medio de cultivo solamente.
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Como control positivo se utilizó CLF a 1 pg/ml. Se agregaron 50pL de la solución de 

bacterias a todos los pozos, para la cepa H37Ra la concentración fue de 5 x 104 

bacterias/mL y para H37Rv fue de 2 X 105 bacterias/mL (Fig.6) (Collins y 

Franzblau, 1997), de manera que todos los pozos tuvieron un volumen final de 

lOOpL. Se dejó incubar (37°C y 5% de CO2) por doce días. Aparte se preparó una 

mezcla 1:1 de tween 80 al 10% y azul de Alamar 10X. Se agregaron 15mL/pozo de 

dicha mezcla y se dejó incubar por 24 horas más o hasta que el reactivo cambió de 

color azul a rosa (Franzblau et al., 1998). Se midió la intensidad de fluorescencia del 

alamar blue para determinar la viabilidad de las micobacterias. En este caso el filtro 

de excitación fue de 535nm y el de emisión 595nm (Springer et al., 1998). Se 

confirmaron los resultados por medio del conteo de UFCs en placas de agar 

Middlebrook 7H10 (explicado anteriormente) (Bonecini-Almeida et al., 1998; 

Falzari et al., 2005).

5.4.3 Ensayos de citotoxicidad con azul de Alamar para medir el efecto 

inhibitorio de las drogas control (Clofazimina y Rifampicina) contra las cepas 

H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.

Se repitió el mismo método que en los ensayos para extractos metanólicos crudos y 

fracciones descritos anteriormente en el texto. Las diluciones seriadas se realizaron a 

partir de 500 hasta 10 pg/ml para CLF y de 10 hasta 0.3 pg/ml para RFP. Se incubó a 

37°C y 5% de CO2 durante doce días. Se agregó el azul Alamar y se midió la 

intensidad de fluorescencia (excitación: 535nm, emisión: 595nm) (Falzari et al., 

2005; Springer et al., 1998).
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Figura 5.- Diagrama de disposición de los tratamientos en placas 

de 96 pozos (cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis)

5.5 Efecto de los extractos metanólicos en la viabilidad y producción de óxido 

nítrico de los macrófagos peritoneales murinos

5.5.1 Extracción de macrófagos peritoneales murinos

Los macrófagos se colectaron mediante lavado de la cavidad peritoneal con medio 

RPMI 1640 frío sin suero fetal bovino inmediatamente después de matar al animal, 

como se ha descrito previamente (Gomez-Flores et al., 1997a,b). La suspensión 

celular se lavó una vez con este medio, y se resuspendió y ajustó a una 

concentración 1.7 x 106 células/ml en medio AIM-V conteniendo 0.5% de solución 

de penicilina-estreptomicina (debido a que se ha reportado que el suero por si solo
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puede activar al macrófago, Chen et al., 1994), el medio de cultivo RPMI 1640 se 

cambió en esta etapa por el medio AIM-V el cual no contenía suero, pero facilitó el 

cultivo celular (Kaldjian et al., 1992). Cien microlitros de esta suspensión se 

incubaron en microplacas de 96 pozos de fondo plano (Becton Dickinson, Lincoln 

Park, NJ) por 2 h a 37°C en 5% de CO2. Las células no adherentes se removieron, y 

a las células adherentes (macrófagos) se les adicionó medio AIM-V y los 

tratamientos.

5.5.2 Estandarización del método para medir producción de nitritos de 

macrófagos estimulados con lipopolisacárido (LPS) de Escherichia cotí.

Se extrajeron los macrófagos según lo explicado en el punto anterior. Se eliminó el 

medio AIM-V de todos los pozos de la placa y se reconstituyó el volumen usando 

diluciones seriadas del LPS de E. coli, el volumen final por pozo fue de 100 pl. 

Como control negativo se usaron pozos reconstituidos con medio AIM-V, los cuales 

fueron usados como punto de comparación. La placa se incubó por 72 horas a 37°C y 

5% de CO2. Terminado el tiempo de incubación, se tomaron 50pL de cada pozo y se 

colocaron en otra placa de 96 pozos. En la placa original se adicionaron 15pL de 

MTT (5mg/ml) a cada uno de los pozos y se incubó por dos horas a 37°C y 5% de 

CO2, terminado el tiempo de incubación se adicionaron lOOpL de DMSO. Mientras 

tanto se atemperaron los dos reactivos de Griess; en la segunda placa se adicionaron 

50pL del reactivo B (sulfanilamida) a cada uno de los pozos con muestra, se 

protegió de la luz y se incubó por 5-10 minutos. Se agregaron 50pL del reactivo A 

(NED) a cada pozo, se protegió de la luz y se incubó por 5 a 10 minutos. Se
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obtuvieron las absorbancias en el lector de microplacas a 540nm (Gomez-Flores et 

al., 1997a,b).

5.5.3 Medición de la citotoxicidad y estimulación en la producción de óxido 

nítrico por macrófagos peritoneales murinos estimulados con los extractos 

metanólicos crudos de Gymnosperma glutinosum y Persea americana.

Se obtuvieron los macrófagos peritoneales murinos como se explicó anteriormente. 

Se decantó el medio AIM-V la placa y en su lugar se adicionaron las diluciones 

seriadas de los extractos metanólicos crudos de G. glutinosum y P. americana. Como 

control negativo se usó el medio AIM-V sólo; como control positivo se usó el LPS 

de E. coli a una concentración de 3pg/ml. Se incubó a 37°C y 5% de C02 por 72 

horas. Terminado este tiempo se tomaron 50pL de cada pozo y se colocaron en otra 

placa de 96 pozos. En la placa original se adicionaron 15pL de MTT (5mg/ml) 

(Gomez-Flores y Weber, 2001) a cada uno de los pozos y se incubó por dos horas a 

37°C y 5% de C02, terminado el tiempo de incubación se adicionaron 100pL de 

DMSO. Mientras tanto se atemperaron los dos reactivos de Griess. En la segunda 

placa se adicionaron 50pL del reactivo B (sulfanilamida) a cada uno de los pozos 

con muestra, se protegió de la luz y se incubó por 5 a 10 minutos. Se agregaron 50pL 

del reactivo A (NED) a cada pozo, se protegió de la luz y se incubó por 5 a 10 

minutos. Se obtuvieron las absorbancias en el lector de microplacas a 540nm 

(Gomez-Flores et al., 1997a,b).
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5.6 Análisis estadístico

La distribución de los datos se analizó por el método de una muestra de 

Kolmogorov-Smimof, el nivel de significancia se determinó mediante la prueba t de 

Student y el análisis de varianza (One way ANOVA). La prueba de Dunett se utilizó 

para determinar diferencias entre los grupos control y los tratamientos.
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6. RESULTADOS

6.1 Ensayos de inhibición del crecimiento de la cepa ATCC 25870 de Vibrio 

cholerae, un aislado clínico de Candida albicans y las cepas ATCC 25922 y 43895 de 
Escherichia coli

6.1.1 Efecto antifúngico contra un aislado clínico de Candida albicans

En el caso de C. albicans se observó que ambos compuestos inhiben su crecimiento. 

El extracto metanólico crudo de P. americana, a una concentración de 500p.g/ml 

inhibe a la levadura hasta un 47%, y a la concentración menor de 7.8p.g/ml aún se 

observa una inhibición del 11% (Fig.6).

Figura 6.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de Candida albicans. Inhibición determinada por la técnica de 

reducción del MTT. Los datos representan la media ± ESM de cuatro 

repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El valor de 

D.O. del control fue de 0.382 ± 0.02.*, P<0.05; **, PO.Ol.
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El extracto metanólico crudo de G. glutinosum tiene un efecto similar, ya que a la 

concentración de 500|ug/ml se observa una inhibición del 35%, y el efecto se observa 

aún en la concentración de 125 pg/ml con una inhibición del 16% (Fig.7). Los 

ensayos de UFCs, sin embargo, muestran que los porcentajes de inhibición son aún 

mayores, a pesar de que la curva de crecimiento es similar. Por ejemplo, la 

concentración de 500p.g/ml del extracto de P. americana inhibe hasta un 71% el 

crecimiento de la levadura, mientras que el extracto de G. glutinosum a la misma 

concentración el porcentaje llega hasta 62% (Fig.7).

Figura 7.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de Candida albicans. Inhibición determinada por la técnica del 

conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos representan la 

media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de UFC del 

control fue de 5xl08 ± 6xl07.*, P<0.05; **, P<0.01.
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Los vehículos de metanol no tuvieron un efecto significativo en comparación con el 

control, el valor de D.O. del control fue de 0.449 ± 0.04.

6.1.2 Efecto antibiótico contra la cepa ATCC 25870 de Vibrio cholerae

Ambos extractos tienen también efecto inhibitorio sobre V cholerae, en especial el 

extracto de P. americana, con el cual se observa una inhibición de hasta el 89% a 

una concentración de 500pg/ml, la siguiente dilución (250pg/ml) presenta todavía un 

53% de inhibición; el efecto disminuye sensiblemente hasta el 10% cuando la 

concentración del extracto es de 125 pg/ml (Fig.8).

Figura 8.- Efecto inhibitorio de los extractos metanóiicos crudos contra el 

crecimiento de Vibrio cholerae. Inhibición determinada por la técnica de 

reducción del MTT. Los datos representan la media ± ESM de cuatro 

repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El valor de 

D.O. del control fue de 0.862 ± 0.04.*, P<0.05; **, P<0.01.
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El extracto de G. glutinosum a 500 pg/ml presenta una inhibición del 87%, sin 

embargo, este efecto disminuye hasta 14% en la siguiente dilución (250pg/ml) 

(Fig.9). Los ensayos de UFCs corroboraron los datos arrojados por el método del 

MTT, aunque de nuevo los porcentajes de inhibición aumentaron. Para P. americana 

se observó que en la concentración de 500pg/ml el porcentaje de inhibición fue de 

99%; el extracto de G. glutinosum a la misma concentración presentó un 89% de 

inhibición (Fig.9).

Figura 9.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de V. cholerae. Inhibición determinada por la técnica del conteo de 

unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos representan la media ± ESM 

de dos experimentos independientes. El número de UFC del control fue de 2x109 

± 9.8xl07. *, P<0.05; **, PO.Ol.

Los vehículos de metanol no tuvieron un efecto significativo en comparación con el 

control, el valor de D.O. del control fue de 1.264 ± 0.12.
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6.1.3 Efecto antibiótico contra la cepa ATCC 25922 de Escherichia coli

Los resultados obtenidos con la cepa ATCC 25922 de E. coli mostraron que el 

extracto de mayor efecto inhibitorio fue el de G. glutinosum, que inhibe desde 54% a 

7.8p.g/ml, hasta 84% a 500p,g/ml. Mientras que P. americana inhibe en todas las 

concentraciones probadas, alrededor del 40% del crecimiento (Fig. 10). Los UFC 

muestran que la inhibición del extracto de G. glutinosum fue de 22% para la 

concentración de 7.8pg/ml, y de 90% para la de 500pg/ml. Con P. americana el 

rango fue del 10% para 7.8pg/ml al 40% para 500pg/ml (Fig.l 1).

Figura 10.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de la cepa 25922 deEscherichia coli. Inhibición determinada por la 

técnica de reducción del MTT. Los datos representan la media ± ESM de cuatro 

repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El valor de 

D.O. del control fue de 1.373 ± 0.04. *, P<0.05; **, PO.01.
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Figura 11.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de Escherichia coli 25922. Inhibición determinada por la técnica 

del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos representan la 

media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de UFC del 

control fue de 2xl09 ± lxlO8.*, P<0.05; **, P<0.01.

Los vehículos de metanol no tuvieron un efecto significativo en comparación con el 

control, el valor de D.O. del control fue de 1.095 ± 0.07.

6.1.4 Efecto antibiótico contra la cepa ATCC 43895 de Escherichia coli

La otra cepa de E. coli utilizada fue la 43895, con la cual se observó escasa actividad 

por parte de ambos extractos. De manera que para el extracto metanólico crudo de G. 

glutinosum a una concentración de 500pg/ml la inhibición fue de casi 26%, y a 

250pg/ml de 19%. Para el extracto de P. americana se vio que la inhibición fue de 

28% a 500pg/ml, en ninguna otra de las diluciones se observó actividad (Fig. 12).
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Figura 12.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos de contra 

el crecimiento de la cepa 43895 de Escherichia coli. Inhibición determinada 

por la técnica de reducción del MTT. Los datos representan la media ± ESM de 

cuatro repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El valor 

de D.O. del control fue de 1.289 ± 0.02.*, P<0.05; **, P<0.01.

Los UFC mostraron los mismos resultados que la técnica del MTT, la actividad de 

los extractos fue baja, y solamente tubo efecto inhibitorio a la concentración de 

500pg/ml (Fig. 13).

Los vehículos de metanol no tuvieron un efecto significativo en comparación con el 

control, el valor de D.O. del control fue de 1.161 ± 0.03.

44

e 
'º (J 

:e 
.e 
e 
(1) 

"C 
(1) ·-J! e 
(1) 
(J .. 
o 
a. 

100 

80 

60 

40 

20 

o 

-20 

- P. americana 
C] G. glutinosum 

3.9 7.8 15.6 31.2 62.5 125 250 500 

Concentración del extracto (µg/ml) 



Figura 13.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de la cepa 43895 de Escherichia coli. Inhibición determinada por 

la técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. *, P<0.05; **, 

P<0.01. El número de UFC del control fue de 1.5xl09 ± 3.6xl07.

6.2 Efecto inhibitorio de las drogas control contra Mycobacterium tuberculosis

6.2.1 Efecto inhibitorio de la clofazimina (CLF)

La clofazimina demostró ser efectiva contra las dos cepas utilizadas. Contra 

H37Ra su CMI fue de 120pg/ml, mientras que para la cepa H37Rv la actividad 

disminuyó hasta 150pg/ml (Fig 14).
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Figura 14.- Efecto inhibitorio de la clofazimina contra M.tuberculosis H37Ra 

y H37Rv. Inhibición determinada por la técnica de reducción del Azul Alamar. 

Los datos representan la media ± ESM de tres repeticiones por tratamiento, de 

tres experimentos independientes. *, P<0.05; **, PO.Ol. El valor de I.F. del 

control fue de 9.6x107 ± 3.5xl06 para H37Ra y de 7.8x107 ± 6. lxlO6.

6.2.2 Efecto inhibitorio de la rifampicina (RFP)

La rifampicina fue aún más tóxica contra la micobacteria que la clofazimina. 

La CMI contra H37Ra fue de lpg/ml y contra H37Rv de 2pg/ml (Fig 15).
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Figura 15.- Efecto inhibitorio de la rifampicina contra M.tuberculosis H37Ra 

y H37Rv. Inhibición determinada por la técnica de reducción del Azul Alamar. 
Los datos representan la media ± ESM de tres repeticiones por tratamiento, de 
tres experimentos independientes. *, P<0.05; **, P<0.01. El valor de I.F. del 
control fue de 9.6xl07± 3.5xl06para H37Ra y de 7.8xl07 ± ó.lxlO6.

6.3 Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos de Gymnosperma 

glutinosum y Persea americana contra Mycobacterium tuberculosis

6.3.1 Actividad contra la cepa H37Ra de Mycobacterium tuberculosis

El extracto metanólico crudo de G. glutinosum presentó actividad contra la cepa 

H37Ra de M. tuberculosis a partir de 250pg/ml con una inhibición del crecimiento 

del 31%, y a 500p.g/ml de 68%. Por el contrario, P. americana mostró actividad a
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partir de 125pg/ml, con una inhibición de 53%, y con 250pg/ml y 500pg/ml la 

inhibición fue de 73 y 74%, respectivamente (Fig.16).

Figura 16.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de la cepa H37Ra de M. tuberculosis. Inhibición determinada por 

la técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM 

de tres repeticiones por tratamiento, de cuatro experimentos independientes. El 

valor de I.F. del control fue de 7.2xl07± 3.2xl06.*, P<0.05; **, P<0.01.

En los resultados obtenidos por el método de UFCs se observa que el extracto 

metanólico crudo de Gymnosperma glutinosum tiene actividad a partir de 62.5pg/ml 

con una inhibición de 19%, a 125pg/ml de 33%, a 250pg/ml de 54% y a 500pg/ml 

de 100%. Con el extracto metanólico de Persea americana también se observó un 

incremento de la actividad. A 31.2pg/ml y 62.5pg/ml se observa una inhibición del 

12 al 13%. A 125pg/ml se observa una inhibición del 81% y a 250pg/ml y 500pg/ml 

del 96 al 99%. (Fig. 17).
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Figura 17.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos de contra 

el crecimiento de la cepa H37Ra de M. tuberculosis. Inhibición determinada 
por la técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 
representan la media ± ESM de tres experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de 2.8xl07 ± 9.1xl06.*, P<0.05; **, P<0.01.

6.3.2 Actividad contra Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv

El extracto metanólico crudo de G. glutinosum presentó actividad contra la cepa 

H37Rv de M. tuberculosis a 500pg/ml una inhibición del 56%. Mientras que el 

extracto metanólico crudo de P. americana inicia su actividad a 62.5pg/ml con una 

inhibición de 41%, a las concentraciones de 125, 250 y 500pg/ml la inhibición varía 

del 81 al 83%. (Fig. 18).

Los vehículos de metanol no tuvieron un efecto significativo en comparación con el 

control, el valor de I.F. del control fue de 6.3xl07 ± 2.2xl06.
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Figura 18.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de la cepa H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por 

la técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM 

de tres repeticiones por tratamiento, de cuatro experimentos independientes. El 

valor de I.F. del control fue de 1.3xl08 ± 6.5xl05.*, P<0.05; **, P<0.01.

Por el método de UFCs confirmamos los resultados obtenidos con el azul Alamar, ya 

que el extracto metanólico crudo de G. glutinosum muestra actividad a 250(ig/ml con 

una inhibición de 38%, y a 500|ug/ml de 100%. Con el extracto metanólico de P. 

americana se observó que a 62.5|ug/ml con una inhibición de 46%, a las 

concentraciones de 125, 250 y 500|ug/ml la inhibición varía del 92 al 93% (Fig. 19).

Los vehículos de metanol no tuvieron un efecto significativo en comparación con el 

control, el valor de I.F. del control fue de 9.5xl07 ± 3.1xl06.
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Figura 19.- Efecto inhibitorio de los extractos metanólicos crudos contra el 

crecimiento de la cepa H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por 

la técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de tres experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de 4.7x107 ± 3x106.*, P<0.05; **, P<0.01.

6.4 Efecto del las fracciones obtenidas por el método Soxhlet a partir del extracto 

crudo de Persea americana contra Mycobacterium tuberculosis

Por el método Soxhlet se obtuvieron cuatro fracciones y fueron nombradas de acuerdo 

con el solvente utilizado para separarlas. Las cuatro fracciones fueron la fracción de 

metanol (PAME), la fracción de metanol y cloruro de metileno (PAMM), la fracción de 

cloruro de metileno (PAMC) y la fracción de hexano (PAH). Solamente la fracción PAH 

presentó actividad inhibitoria contra M. tuberculosis.

* / 1 7 9 3
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6.4.1 Efecto inhibitorio de la fracción hexánica del extracto de Persea americana 

contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

La fracción hexánica del extracto de P. americana inhibió el crecimiento de la cepa 

H37Ra de M. tuberculosis hasta un 92 y 93% a una concentración de 31.2|o.g/ml y de 

20% con 15.6jug/ml del extracto. La inhibición contra la cepa H37Rv se mantuvo 

hasta 84% a 31.2pg/ml, bajando a 71% a 15.6pg/ml, para terminar en 14% a

Figura 20.- Efecto inhibitorio de la fracción PAH contra el crecimiento de 

las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de 

tres repeticiones por tratamiento, de cuatro experimentos independientes. El valor 

de I.F. del control fue de 1.9xl08 ± 2.6xl06 para H37Ra y de 2.3xl08 ± 2.4xl06 

para H37Rv.*, P<0.05; **, P<0.01.
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Por el medio de las UFCs confirmamos los resultados obtenidos con el azul Alamar, 

la fracción PAH muestra actividad contra la cepa H37Ra a partir 15.6pg/ml, con una 

inhibición de 17.6%, y hasta 250pg/ml la inhibición llega a 100%. En contra de la 

cepa H37Rv, la actividad comienza a 15.6pg/ml con una inhibición de 86.5%, y 

100% en las concentraciones más altas (Fig.21).

Figura 21.- Efecto inhibitorio de la fracción PAH contra el crecimiento de 

las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de lxlO8 ± 5xl06 para H37Ra y de lxlO8 ± 3.1xl06 para 

H37Rv. *, P<0.05; **, PO.Ol.

53



El efecto inhibitorio de los vehículos de hexano no fue significativamente diferente, 

por lo que se considera que la actividad se debe exclusivamente al extracto PAH. En 

los ensayos con dicho vehículo, se presentó un valor de I.F. de 9.7x107 ± 3.3xl06 

para la cepa H37Ra, y de 9.6x107 ± 5.3x106 para la cepa H37Rv.

Fracción
CMI (pg/ml)

H37 Ra H37Rv

PAME SA* SA*

PAMM SA* SA*

PAMC SA* SA*

PAH 15.6 7.8

*SA: Sin actividad a 250pg/ml

Tabla II.- CMIs de las Fracciones de P.americana contra M. 

tuberculosis H37Ra y H37Rv

6.5 Efecto inhibitorio de las fracciones obtenidas por separación en columna de 

Sílica gel a partir del extracto hexánico de hojas de Gymnosperma glutinosum 

contra Mycobacterium tuberculosis

Por medio del factor de resistencia (RF) en columna de silica gel 60 (32 - 63 mm) se 

obtuvieron varias fracciones y fueron nombradas de manera arbitraria. Las fracciones 

probadas, en orden de menor a mayor polaridad fueron: SCI, SC4, Bl, B2, Cl, C2, DI, 

El y F (Tabla III). De dichas fracciones, SCI solamente presentó inhibición a 

250pg/ml, SC4, Bl y C2 a partir de 125pg/ml; las fracciones B2, DI y El mostraron
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actividad a la concentración de 62.5pg/ml; las fracciones C1 y F no interfirieron con la 

replicación de la micobacteria.

Fracción Origen

SC 1 FSC* 1

SC 4 FSC 4

B 1 FSC 2 y 3

B 2 FSC 5,6 y 7

C 1 FSC 2 y 3

C 2 FSC 5,6 y 7

D 1 FSC 2 y 3

E 1 FSC 2 y 3

F FSC 5,6 y 7

* FSC: Fracción Super Colectiva

Tabla III Extractos utilizados en los ensayos de viabilidad de M. Tuberculosis

6.5.1 Efecto inhibitorio de la fracción SCI del extracto de Gymnosperma 

glutinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis 

La fracción SCI solamente presentó inhibición del 87% el crecimiento de la cepa 

FÍ37Ra a una concentración de 250pg/ml, la cepa H37Rv no se afectó por este 

extracto (Fig.22).
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Figura 22.- Efecto inhibitorio de la fracción SCI contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de 

tres repeticiones por tratamiento, de dos experimentos independientes. *, P<0.05; 

**, PO.Ol. El valor de I.F. del control fue de 2.3xl08 ± lxlO7 para la cepa 

H37Ray de 1.3xl08 ± 5.3xl06 para la cepa H37Rv.

Estos resultados fueron confirmados con las UFCs. La fracción SCI muestra 

actividad contra la cepa H37Ra a partir 125pg/ml con una inhibición de 18.5%, y a 

250pg/ml del 100%. En contra de H37Rv no se obtuvieron resultados 

estadísticamente significativos. (Fig.23).
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Figura 23.- Efecto inhibitorio de la fracción SCI contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 
técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 
representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 
UFC del control fue de lxlO8 ± 2.6xl06 para la cepa H37Ra y de 1.3xl08 ± 

8.3xl06 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, P<0.01.

El efecto inhibitorio de los vehículos de cloroformo no fue significativo, para la cepa 

H37Ra el valor de I.F. del control fue de 1.8xl08 ± 1.2x106 y para la cepa H37Rv fue 

de 1.4x108± lxlO6.
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6.5.2 Efecto inhibitorio de la fracción SC4 del extracto de Gymnosperma 

glutinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

La fracción SC4 presentó inhibición significativa contra ambas cepas, contra H37Ra 

a 125p.g/mL con 72.9% y a 250pg/mL con 79.2; contra la cepa H37Rv se presentó

Figura 24.- Efecto inhibitorio de la fracción SC4 contra el crecimiento de M.
tuberculosis H37Ra y H37Rv. Inhibición determinada por la técnica de 

oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de tres 

repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El valor de 

I.F. del control fue de l.lxlO8 ± 1.4xl07 para la cepa H37Ra y de 5.5xl08 ± 

2.7xl05 para la cepa H37Rv. *, P<0.05; **, PO.Ol.

Las UFCs mostraron un comportamiento similar. La fracción SC4 muestra actividad 

contra las cepas H37Ra y H37Rv a 125p.g/ml con una inhibición de 94 y 98%, 

respectivamente, y a 250pg/ml del 100 y 98% (Fig.25).
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Figura 25.- Efecto inhibitorio de la fracción SC4 contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 
técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 
representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de lxlO8 ± 2.6xl06 para la cepa H37Ra y de 1.3xl08 ±

8.3xl06 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, PO.Ol.

6.5.3 Efecto inhibitorio de la fracción B1 del extracto de Gymnosperma 

glutinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

La fracción Bl, por el contrario, solamente afectó a la cepa H37Rv, con una 

inhibición del 33% a 250p.g/ml y 16% a 125pg/ml (Fig.26).

En los ensayos por conteo de UFC no hubo inhibición de las cepas por parte del 

extracto Bl de G. glutinosum. El número de UFC para el control de la cepa H37Ra 

fue de 9.4xl07 ± 2.2xl06; para el control de la cepa H37Rv fue de 1.2xl08 ± 5.3xl06.
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Figura 26.- Efecto inhibitorio de la fracción B1 contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de 

tres repeticiones por tratamiento, de dos experimentos independientes. *, P<0.05; 

**, P<0.01. El valor de I.F. del control fue de 2.4xl08 ± 3.5xl06 para la cepa 

H37Ray de 1.3xl08 ± 5.3xl06 para la cepa H37Rv.

6.5.4 Efecto inhibitorio de la fracción B2 del extracto de Gymnosperma 

g/utinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis 

La fracción B2 inhibió en 47.5% el crecimiento de la cepa H37Ra a partir de

62.5pg/ml, y a 76% con las concentraciones más altas. Mientras que para la cepa

H37Rv la inhibición empezó a 125pg/ml con una inhibición del 85% (Fig.27).
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En los resultados con UFCs podemos observar que la fracción B2 tiene actividad 

contra la cepa H37Ra a partir de 62.5pg/mL con un porcentaje de inhibición de 50% 

y de 100% para las concentraciones más altas. En contra de la cepa H37Rv tiene 

actividad a 125 y 250pg/ml con una inhibición del 100% (Fig.28).

Figura 27.- Efecto inhibitorio de la fracción B2 contra el crecimiento de de 

las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de 

tres repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El valor 

de I.F. del control fue de 1.2xl08 ± l.lxlO7 para la cepa H37Ra y de 5.5xl08 ± 

2.7xl05 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, P<0.01.
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Figura 28.- Efecto inhibitorio de la fracción B2 contra el crecimiento de para 

las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de lxlO8 ± 5xl06 para la cepa H37Ra y de 1.4xl08 ±

9.4x106 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, PO.Ol.

6.5.5 Efecto inhibitorio de la fracción C2 del extracto de Gymnosperma 

glutinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis 

La fracción C2 inhibió de manera importante a ambas cepas a una concentración de 

250pg/ml (91% contra la cepa H37Rv y 73% contra la cepa H37Ra), sin embargo a 

125pg/ml solo inhibió a la cepa H37Ra en un 73% (Fig.29).
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Figura 29.- Efecto inhibitorio de la fracción C2 contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 
técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de 
tres repeticiones por tratamiento, de dos experimentos independientes. El valor 
de I.F. del control fue de 1.6x108 ± 8x106 para la cepa H37Ra y de 1.4x108 ± 

1.4x105 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, P<0.01.

En los ensayos con UFCs confirmamos que la fracción C2 tiene actividad contra la 

cepa H37Ra, a partir de 125pg/ml con una inhibición del 100%; contra la cepa 

H37Rv la actividad sólo se presentó a 250pg/ml con una inhibición de 95.5% 

(Fig.30).
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Figura 30.- Efecto inhibitorio de la fracción C2 contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis.. Inhibición determinada por la 

técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 

UFC del control fiie de 9.7xl07 ± 1.7xl06 para la cepa E137Ra y de 1.2xl08 ± 

2.2x106 para la cepa H37Rv. *, P<0.05; **, P<0.01.

6.5.6 Efecto inhibitorio de la fracción DI del extracto de Gymnosperma 

glutinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis 

La fracción DI presentó los siguientes valores de porcentaje de inhibición para la

cepa H37Ra: 91% a 250p.g/ml, 80% a 125pg/ml y 49% a 62.5p.g/ml contra la cepa

H37Rv no tuvo actividad estadísticamente significativa. (Fig.31).
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Figura 31.- Efecto inhibitorio de la fracción DI contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis, determinada por la técnica de 

oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM de tres 

repeticiones por tratamiento, de dos experimentos independientes. El valor de I.F. 

del control fue de 2.5x108 ± 1.2x107 para la cepa H37Ra y de 9x107 ± 6.9x106 

para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, P<0.01.

Para la cepa H37Rv, los resultados con UFCs no muestran sensibilidad en contra de la 

fracción DI, sin embargo, para la cepa H37Ra la sensibilidad comienza a la 

concentración de 62.5pg/mL, con una inhibición del 52.7%, a 125 y 250pg/mL se 

inhibió al 100% (Fig.32).
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Figura 32.- Efecto inhibitorio de la fracción DI contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de 9.9xl07 ± 3.4xl06 para la cepa H37Ra y de 1.2xl08 ± 

1.7xl06 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, PO.Ol.

6.5.7 Efecto inhibitorio de la fracción El del extracto de Gymnosperma 

glutinosum contra las cepas H37Ra y H37Rv de Mycobacterium tuberculosis

La fracción El tuvo una actividad ligeramente mayor a la de la fracción DI, sus 

porcentajes de inhibición fueron: 91% a 250pg/mL, 93% a 125pg/mL, 86% a 

62.5 pg/mL y 37% a 31.2 pg/mL para la cepa H37Ra y de a 74% 250pg/mL para 

H37Rv (Fig.33).
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Figura 33.- Efecto inhibitorio de la fracción El contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica de oxidación del Azul Alamar. Los datos representan la media ± ESM 

de tres repeticiones por tratamiento, de tres experimentos independientes. El 

valor de I.F. del control fue de 2.5xl08 ± 1.5xl07 para la cepa H37Ra y de 

9.1xl07 ± 8.3xl06 para la cepa H37Rv. *, P<0.05; **, P<0.01.

Los UFCs arrojaron datos similares a los obtenidos por el Resazurin, indicando que 

la cepa H37Rv es resistente al la fracción El, mientras que para la cepa H37Ra se 

presentó actividad a partir de 31.2p.g/mlL, con una inhibición de 37.2%, a 

62.5pg/mL del 68.6%, y a 125 y 250pg/mL del 100% (Fig.34).
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Fracción
CMI (pg/ml)

H37 Ra H37Rv

SCI 250 SA*

SC4 125 62.5

B1 SA* 125

B2 125 62.5

C1 SA* SA*

C2 125 SA*

DI 62.5 SA*

El 31.2 250

F SA* SA*

*SA: Sin actividad a 250(ig/ml

Tabla IV.- CMIs de las Fracciones de G. glutinosum 

contra las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis.



Figura 34.- Efecto inhibitorio de la fracción El contra el crecimiento de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis. Inhibición determinada por la 

técnica del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los datos 

representan la media ± ESM de dos experimentos independientes. El número de 

UFC del control fue de 9.7x107 ± 1.7x106 para la cepa H37Ra y de 1.2x108 ± 

1.7x106 para la cepa H37Rv.*, P<0.05; **, P<0.01.

6.6 Ensayos con macrófagos

6.6.1 Medición de nitritos en ensayos con macrófagos intraperitoneales murinos 

estimulados con el extracto metanólico crudo de Gymnosperma glutinosum y 

Persea americana

La detección de la liberación de nitritos, es una medida indirecta de probar la 

producción de óxido nítrico por macrófagos activados. En este trabajo se demostró la
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producción de óxido nítrico por macrófagos peritoneales murinos tratados con 

ambos extractos metanólicos crudos. Con el extracto de P. americana no se observa 

un incremento en la producción de nitritos, e incluso en algunos pozos la producción 

fue menor en comparación con el control negativo (Fig.35). El extracto de G. 

glutinosum estimuló a los macrófagos, aumentando la producción de nitritos desde

2.7 hasta 3.5nMol/pozo, sin embargo en las concentraciones del extracto más altas la 

producción disminuye (Fig.36).
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Figura 35.- Medición de nitritos en un ensayo con macrófagos estimulados con 
extracto metanólico de P. americana. Los nMoles/pozo fueron determinados con el 

método de Griess, las absorbancias fueron obtenidas con un filtro de 540nm. Los 

datos representan la media ± ESM de cuatro repeticiones de dos experimentos 

independientes. La producción de nMol/pozo del control fue de 2.754 ± 0.837.*, 

P<0.05; **, PO.01.
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Figura 36.- Medición de nitritos en un ensayo con macrófagos estimulados con 

extracto metanólico de G. glutinosum. Los nMoles/pozo fueron determinados con el 

método de Griess, las absorbancias fueron obtenidas con un filtro de 540nm. Los datos 

representan la media ± ESM de cuatro repeticiones de dos experimentos 

independientes. La producción de nMol/pozo del control fue de 2.332 ± 0.159.*, 

P<0.05; **, P<0.01.

6.6.2 Citotoxicidad de los extractos metanólicos crudos de Gymnosperma 

glutinosum y Persea americana contra macrófagos intraperitoneales murinos

El extracto metanólico crudo de P. americana presenta toxicidad contra los 

macrófagos a partir de 250|ug/mL, con un porcentaje de 14% de muerte celular 

(Fig.37).
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Figura 37.- Efecto citotóxico del extracto de P. americana contra macrófagos 

peritoneales murinos. Citotoxicidad determinada por la técnica de reducción del 

MTT. Los datos representan la media ± ESM de cuatro repeticiones por tratamiento, 

de dos experimentos independientes. El valor de D.O. del control fue de 0.626 ± 

0.003.*, P<0.05;**, P<0.01.
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G. glutinosum también presentó toxicidad, alcanzando el 15% de muerte celular a 

250pg/mL (Fig.38).

Figura 38.- Efecto citotóxico del extracto de G. glutinosum contra macrófagos 

peritoneales murinos. Inhibición determinada por la técnica de reducción del MTT. Los 

datos representan la media ± ESM de cuatro repeticiones por tratamiento, de dos 

experimentos independientes. El valor de D.O. del control fue de 0.684 ± 0.006.*, 

P<0.05; **,P<0.01.
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7. DISCUSIÓN

Al iniciar este proyecto, los estudios con plantas de las familias Asteraceae y Lauraceae 

como agentes antibacterianos eran muy escasos, por lo que la selección de las plantas se 

realizó principalmente en base su uso medicinal tradicional. Sin embargo, el renovado 

interés general por la farmacología herbolaria ha dado como producto varias 

publicaciones recientes, en las que se analizan experimentos realizados con otras plantas, 

como Baccharis gaudichaudiana (Guo et al, 2006), Echinops ritro (Fokialakis et 

al.,2006), Anthemis aciphyla (Baser et al., 2006), Artemisa asiatica (Oh et al., 2005) y 

Pterocaulon spp (Stein et al., 2006) por parte de la familia Asteraceae, o bien Machilus 

odoratissima (Giang et al, 2006) y Cinnamomum verum (Shoene et al, 2005; Rosi y 

Gastaldi, 2005) de la familia Lauraceae. La información recabada, además de los 

estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio, reforzó nuestra desición de 

probar los extractos de hojas de G. glutinosum y P. americana.

En la primera etapa del experimento, se seleccionaron los extractos acuosos y 

metanólicos y se obtubieron de acuerdo a la técnica utilizada en otros estudios (Ahmed 

et al, 2005; Akihisa et al., 2005; Betoni et al., 2006; Holetz et al., 2002; Jiménez- 

Arellanes et al., 2003; Rai y Acharya, 1999). En los extractos acuosos se obtuvieron 

compuestos de naturaleza polar alta, y era predecible que no mostraran actividad 

inhibitoria en contra de M. tuberculosis, ya que la micobacteria está rodeada por una 

cápsula cerosa compuesta por lípidos hidrofóbicos. En base a dichos resultados, se optó 

por no prolongar los experimentos con los extractos acuosos. Es lógico esperar que 

solamente las moléculas de baja polaridad puedan interferir con el metabolismo de la
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micobacteria (Reddy et al., 1999). Los extractos metanólicos crudos, a diferencia de los 

acuosos mostraron actividad inhibitoria antimicobacteriana, por lo que se procedió a 

fraccionar dichos extractos a través del método Soxhlet (explicado en 5.1.3). Al revisar 

resultados de otros experimentos publicados, se puede decir que sus resultados 

concuerdan con los obtenidos en este trabajo. Por ejemplo, Molina-Salinas en el 2006, 

reportó haber trabajado con extractos crudos acuosos, hexánicos y cetónicos, de los 

cuales el único que no presentó actividad antibacteriana fue el extracto acuoso. Otros 

autores no mencionan haber trabajado con extractos acuosos, reportan solamente 

resultados obtenidos con extractos a base de hexano, metanol o alcohol absoluto 

(Torrado-Truiti, 2003; Shawar, 1997; Jiménez-Arellanes, 2003). En contraste, al buscar 

nuevos antimicóticos, como en los trabajos realizados por Holezt et al. (2002) y Rai y 

Acharya (1999), se prefiere trabajar con extractos acuosos, o bien obtenidos de una 

combinación agua-metanol (90-10%). Al buscar un nuevo agente antimicrobiano 

siempre hay que tener en mente la naturaleza y estructura del patógeno.

Los extractos hexánicos de ambas plantas mostraron mayor actividad en contra de las 

cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis en comparación con los extractos obtenidos 

con otros solventes y con los extractos metanólicos crudos. Sin embargo, solamente se 

llevó a fraccionamiento por columna de sílica gel al extracto de G. glutinosum, del cual 

se obtuvieron sustancias con diferente factor de resistencia al cloroformo-acetato de etilo 

1:1 (RF), las cuales fueron identificadas de manera arbitraria con números y letras, de 

las cuales se seleccionaron las fracciones que contenían la mayor gama de compuestos, 

de manera que se seleccionaron las fracciones SCI, SC4, Bl, B2, Cl, C2, DI, El y F. 

En el extracto SCI se identificaron sustancias con RF de 0.879 y LO; en el extracto
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Bidé 0.882; en el extracto B2 de 0.337; en el extracto C1 de 0.635, 0.729 y 0.823; en el 

extracto C2 de 0.216 y 0.337; en los extractos SC4 y DI de 0.541, en el extracto El de 

0.216, 0.337 y 0.541; y en el F de 0.216. Cabe mencionar que las sustancias de mayor 

RF son las de menor polaridad. Los extractos que inicialmente presentaron mayor 

actividad fueron el DI y El, por lo que decidimos probar los extractos con los mismos 

componentes, pero con mayor pureza, por lo que se seleccionaron los extractos B2 y 

SC4. Los extractos El y el DI tienen en común la sustancia de RF 0.541; sin embargo, 

la actividad de la mezcla de sustancias presentes en la fracción El fue mayor a la 

actividad de las moléculas en estado más puro, probablemente debido a un efecto 

sinérgico entre las sustancias con RF de 0.541, 0.337 y 0.216. Dichas fracciones deberán 

seguir siendo estudiadas para identificar sus componentes por medio de estudios con 

resonancia magnética, nuclear, rayos infrarrojos y espectrometría de masas. El extracto 

de P. americana será fraccionado y probado en estudios posteriores. También quedará 

pendiente la identificación del mecanismo por el cual estos extractos ejercen su 

actividad microbicida en contra de M. tuberculosis.

Durante su replicación, las micobacterias tienden a formar grumos, los cuales pueden 

estar formados por unos cuantos bacilos o por cientos de ellos. Esta característica pude 

traducirse en resultados engañosos al momento de realizar los ensayos. Para corregir este 

problema se recomienda que durante la preparación de alícuotas bacterianas 

estandarizadas, se utilice medio Middlebrook 7H9 adicionado con 0.05% de Tween 80.
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Para disgregar de manera eficaz a las micobacterias se recomienda además sonicar, 

centrifugar y/o filtrar (poro de 0.8pm) la solución de bacterias (Collins y Franzblau, 

1997; Franzblau et al., 1997; Yajko et al., 1995). Debido a la naturaleza hidrofóbica de 

la cápsula de las micobacterias, es más difícil una interacción entre el azul alamar y las 

enzimas reductoras bacterianas. Para facilitar este proceso es necesario debilitar 

ligeramente la estructura de la cápsula, Collins y Franzblau (1997), por ejemplo, 

adicionan al mismo tiempo a cada pozo 12.5pl de azul Alamar 10X y 20pl de Tween 80 

al 20% (detergente), o bien, una mezcla 1:1 recién preparada del azul Alamar 10X y 

Tween 80 al 10% (Franzblau et al., 1998). De no seguirse dichos protocolos, las lecturas 

pueden ser engañosas y habría una deficiente reproducibilidad de los ensayos.

Abate (1998), Mshana et al. (1998) y Caviedes (2002) reportaron el uso de MTT para la 

determinación de resistencia a diversas drogas para M. tuberculosis, sin embargo, al 

repetir la metodología usada por estos autores no se obtuvieron resultados confiables. 

Para solucionar este problema se realizaron los ajustes a la técnica sugeridos por 

Morcillo et al., (2004) y Ribeiro et al. (2004), que consiste en realizar mezclas de MTT 

con Tween 80, pero los resultados fueron los mismos, las absorbancias fueron 

homogéneas incluso en los pozos considerados como blancos (medio sin bacterias ni 

tratamientos). Al tratarse de una técnica colorimétrica también existe la posibilidad de 

que los pigmentos contenidos en los propios extractos pudieran provocar interferencia a 

la hora de realizar las lecturas en el espectrofotómetro. En la realización de los primeros 

ensayos se presentaron los problemas antes mencionados, por lo cual se decidió cambiar 

el método de evaluación de la viabilidad, optando mejor por la técnica del azul Alamar.
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Los resultados obtenidos en un ensayo de sensibilidad a extractos o drogas serán aún 

más confiables si se utiliza más de una técnica para medir la viabilidad de las bacterias. 

Falzari et al. (2005), por ejemplo, además de usar el azul Alamar, también reporta el uso 

del conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC). Dicha técnica fue 

implementada en el presente trabajo, confirmando los resultados obtenidos. El aspecto 

negativo de las UFC es que la duración de cada ensayo puede llegar a triplicarse. 

Aunado a esto, hay que tener en cuenta que al trabajar con la micobacteria no es 

recomendable agregar antibióticos a los medios de cultivo, por lo que el manejo de estos 

y del material de trabajo en general deberá de realizarse con extrema cautela, realizando 

constantes pruebas de asepsia a lo largo del proyecto. Las placas de agar Middlebrook 

7H10 son peculiarmente susceptibles a contaminación por hongos, por lo que se 

recomienda realizar varias repeticiones dentro de un mismo ensayo.

Gomez-Flores et al., en el 2000, en un ensayo in vitro demostró la activación de 

macrófagos y linfocitos de ratón utilizando extractos metanólicos crudos de hojas de 

Plantago major. En dicho estudio se midió la producción de TNF-a y de óxido nítrico 

en macrófagos expuestos a los extractos, los cuales aumentaron de manera considerable, 

por lo que se podría inferir que los extractos actuaron como una señal de activación de 

las células, es decir, produjeron un efecto pro-inflamatorio. En base a este antecedente se 

decidió medir los niveles de nitritos, el producto metabólico más estable del óxido 

nítrico, lo cual es una manera indirecta de medir su producción. También fue una buena 

oportunidad para medir la toxicidad de nuestros extractos en contra de células del 

sistema inmune. Los resultados mostraron que el extracto metanólico crudo de G.
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glutinosum estimulaba la producción de óxido nítrico en macrófagos peritoneales 

murinos, pero también resultó ser tóxico a concentraciones elevadas. El extracto de P. 

americana, en cambio, no favoreció la activación de los macrófagos, y los niveles de 

óxido nítrico se mantuvieron a un nivel basal o ligeramente menor. El fundamento de la 

técnica para detectar nitritos está basado en la interacción química de tres compuestos, 

los nitritos contenidos en el medio de cultivo, la sulfanilamida (reactivo B) y el 

dihidrocloruro de N-l-naptiletilendiamina ó NED (reactivo A).
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8. CONCLUSIONES

En los ensayos contra de las cepas H37Ra y H37Rv de M. tuberculosis se observó que el 

extracto metanólico crudo de G. glutinosum solamente presenta actividad inhibitoria en 

las concentraciones más altas, y a pesar de que la actividad mejoró después de haber 

fraccionado el extracto en componentes más puros, sigue siendo exclusiva de las 

concentraciones mayores. Las fracciones que mostraron mayor actividad 

antimicobacteriana fueron la SC4, DI y El. Sin embargo, la concentración mínima 

inhibitoria fue de 31.2pg/ml, la cual es relativamente alta si la comparamos con las 

terapias que se utilizan actualmente.

En cambio, el extracto metanólico crudo de P. americana presentó actividad inhibitoria 

a partir de concentraciones más pequeñas (7.8 pg/ml) que el extracto de G. glutinosum, 

en contra de ambas cepas de M. tuberculosis. A pesar de que la fracción hexánica 

obtenida por el método Soxhlet (PAH) aún contiene una cantidad de moléculas muy 

diversa, la actividad aumentó, tal y como se esperaba, en comparación con el extracto 

metanólico crudo y al seguir purificando los componentes dicha actividad se seguirá 

incrementando. En base a estos resultados podemos decir que los extractos de esta planta 

tienen el potencial necesario para considerarlos como potenciales drogas para combatir 

la tuberculosis.

El extracto metanólico crudo de .P americana no estimula la producción de óxido nítrico 

en macrófagos intraperitoneales murinos, y a concentraciones iguales o mayores de
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250pg/ml resulta tóxico para estas células, por lo que podemos concluir que dicho 

extracto no contiene constituyentes que actúen como agentes pro-inflamatorios.

En el caso del extracto metanólico crudo de G. glutinosum también presenta 

citotoxicidad a partir de 250pg/ml en contra de los macrófagos, lo cual podría estar 

relacionado con la producción de oxido nítrico que está asociado a la inducción de 

apoptosis en estas células (Albina et al., 1993).
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