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RESUMEN

La tuberculosis, deciarada una enfermedad de emergencia global desde 1993 par
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), causa aproximadamente dos millones
de defunciones al aio. La expansion del VIH/SIDA y el surgimiento de cepas de
Mycobacterium tuberculosis multi-drogoresistentes contribuyen al impacto de esta
enfermedad. La busqueda de nuevos farmacos anti-micobacterianos es prioritaria.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad anti-micobacteriana de extractos
crudos de hoja y corteza de Juglans regia (nogal de Caétiﬂa), Juglans mollis (nogal
encarcelado) y Carya illincensis (nogal pecanero). Estas tres especies
corresponden a la familia Juglandaceae la cual ha sido empleada como planta
medicinal en muchos padecimientos incluyendo “la tisis” y Ia “escrofula”, sindnimos
de tuberculosis y de tuberculosis ganglionar respectivamente. Las muestras de
hoja y corteza de J. regia fueron recolectadas en el estado de Hidalgo y las de J.
moliis y C. illinoensis en el estado de Nuevo Ledn. Los extractos hexanico,
metandlico, etandlico y acuoso de hoja o corieza, obtenidos de cada planta, se
probaron contra M. tuberculosis cepa H37Rv mediante el método en microplaca de
Azul de Alamar (EMMAA), utilizdndose isoniacida como control positivo de
inhibicion de crecimiento. Los extractos probados que presentaron la mejor
actividad fueron; los hexanicos de corteza de C. jllinoensis, J. mollis y J. regia con
una concentracién minima inhibitoria (CMI) de 31.25, 50 y 100 pg/mi
respectivamente, asi como también el etandlico de corteza de J. mollis con una
CMI de 100 ug/ml. Los restantes exiractos de C. illinoensis y J. mollis, con
excepcion de los acuosos presentaron una CMI de 125 pg/ml, asi como el
metandlico de J. regia. La identificacion parcial (grupos quimicos) de los
componentes de los extractos reveld que los extractos con mayor actividad anti-
micobacteriana (hexanicos de corteza de C. ilfincensis, J. moliis y J. regia)
contienen compuestos no polares, con presencia de triterpenos. Los resultados de
este trabajo apoyan el uso medicinal que se les ha dado a estas especies en el
tratamiento de la tuberculosis, y a la idea de seleccionar plantas mediante criterios
etnobotanicos para aumentar la probabilidad de encontrar compuestos con
actividad antimicrobiana. Asi como continuar investigando estas especies para
identificar y aislar los compuestos activos.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), declared as a global emergency disease since 1993 by the
World Health Organization (WHO) kills approximately 2 million people each
year. The spread of HIV/AIDS and the emergence of multidrug-resistant TB are
contributing to the impact of this disease, demanding the search for new anti-
mycobacterial drugs. The main objective of this work was to evaluate the anti-
micobacterial activity of crude extracts of leaves and bark from Juglans regia
(english walnut) Juglans moliis (incarcerated walnut) and Carya iffincensis
(pecan). These trees belong to the Juglandaceae family, which has been used
as a medicinal plant in many ailments including “tisis” and “scrofula”,
synonymous of tuberculosis and tuberculosis of cervical glands respectively,
since long time ago. Leaves and bark of J. regia were collected in the state of
Hidalgo, Meéxico, and leaves and bark of J. mollis and C. illinoensis were
collected in the state of Nuevo Ledn, México. The hexane, methanol, ethanol
and aqueous extracts of leaves and bark, were evaluated for their activity
against M. tuberculosis H37Rv by microplate Alamar blue assay. Hexane bark
extracts from C. illinoensis, J. mollis and J. regia were active at minimal
inhibitory concentration (MIC) of 31.25, 50 and 100 pg/mli, respectively. Ethanol
bark extract from J. moffis had a MIC of 100 pg/ml. Methanol and ethanol leaves
and bark extracts from C. iflinocensis, leaves from J. moliis, and bark methanol
extracts from J. mollis showed a MIC of 125 pug/ml as also did the methanol
extract of leaves from J. regia and the hexane extracts of leaves from C.
iinoensis and J. mollis. None of the aqueous extracts had antimycobacterial
activity. [soniazid (MIC=0.036 pg/ml) was used as a growth inhibitor control.
The partial identification of compounds by chemistry color reactions showed that
the most active extracts against M. fuberculosis (hexane extracts of bark from C.
ilinocensis, J. mollis and J. regia) contained non-polar compounds and
triterpenes. This work supports the medicinal use of these plants against
tuberculosis, and the fact that selecting plants by ethnobotanical criteria
enhances the probability of finding species with activity against mycobacteria.
Also a further study is needed to identify the active compounds of these plants.
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1.-INTRODUCCION

El uso de plantas con fines curativos antecede a la historia de la humanidad y
corresponde en parte, al origen de lo que hoy conocemos como farmacologia
moderna. Muchas de las drogas convencionales provienen de fuentes
vegetales: hace cien afos, la mayor parte de las pocas drogas efectivas
derivaban de las plantas (Vickers y Zoliman, 1999). Actualmente, la medicina
moderna ha logrado combatir con eficacia numerosas enfermedades que antes
eran incurables e incluso mortales, principalmente infecciones que fueron
controladas gracias al empleo de las sulfamidas, productos de microorganismos
o sus derivados sintéticos como es el caso de los antibibticos tradicionales, y
otros compuestos quimicos (Cowan, 1989). Sin embargo, las plantas
medicinales y los remedios no han quedado totalmente olvidados. Sus reservas
de materias primas siguen siendo explotadas, para exfraer de ellas sustancias
de gran valor. Del mismo modo, la medicina popular y los herbolarios nunca
han dejado de recurrir a las plantas medicinales, esforzandose en conservar
viva una tradicion terapéutica conocida desde la prehistoria (OMS, 2002). Los
etnobotanicos estan actualmente librando una batalla contra el tiempo para
recoger esta informacion antes de que se pierda con la presente generacion y

con ello, posibles atajos para llegar a descubrir algunas plantas medicinales

(Trease, 1987)

Se estima entre 250,000 y 500,000 el numero de especies de plantas en el

planeta, distribuidas cuando menos en unas 300 familias y 10,500 géneros, de

3



las cuales un pequefio porcentaje, aproximadamente entre el 1 y 10%, son
usadas como alimento por los humanos y los animales. Un porcentaje aun
mayor son utilizadas con propésitos medicinales (Cowan, 1999). E! desarrollo
de famacos a partir de especies vegetales continda con el apoyo de compariias
farmacéuticas comprometidas en estudios farmacologicos de productos
naturales a gran escala (Vickers y Zollman, 1999, Turner, 1999). A pesar de lo
anterior, solo una pequeiia parte de Ia-'totalidad de las especies ha sido
investigada en relacion con sus propiedades medicinales y principios bioactivos.
Un ejemplo lo tenemos en las plantas medicinales de las sociedades Indigenas
Nativas de Norteamérica; muchos productos botanicos utilizados por los nativos
americanos han sido comercializados como suplementos alimenticios, y
representan tan solo una pequefa parfe de las mas de 2,800 especies
conocidas por sus propiedades medicinales por los habitantes indigenas de

Norteamerica (Borchers, et al, 2000).

México, en toda su extension territorial (1,964,375 sz) cuenta con una gran
diversidad de suelos y climas, con presencia oceanica en ambos litorales que
explican la gran variedad de vegetacion. Posee una diversidad vegetal de las
mas ricas en el mundo con al menos 26,000 especies, lo que significa un 10%
de la flora mundial y mayor cantidad que Estados Unidos de América y Canada
juntos. México ticne mas especies de pinos, magueyes, cactus y encinos, que
ningdn otro pais del mundo (Gémez-Pompa, 1985). En la actualidad ya han
sido identificadas mas de 5,000 especies mexicanas que tienen aplicaciones

curativas, aunque muchos de los usos estén restringidos a determinadas



regiones o localidades por condiciones como el medio ambiente natural y e!

modo de vida de la poblacion (Valdez-Aguilar, 2001).

Recientemente, la aceptacion de la medicina tradicional como forma alternativa
en €l cuidado de la salud y el desarrollo de resistencia microbiana hacia los
antibioticos, entre otras aplicaciones, ha llevado a muchos investigadores a la
blisqueda de actividad antimicrobiana en plantas medicinales (Nostro, 2000).
Una de las enfermedades consideradas actualmente como un problema de
salud publica mundial es la tuberculosis (TB). Es una enfermedad re-
emergente y fue declarada una emergencia global en 1993 por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (OMS, 1994). Existen tres razones principales para
desarrollar nuevos farmacos contra la TB: (1) mejorar los esquemas de
tratamiento acortando su duracion total u ofrecer tratamientos intermitentes
ampliamente espaciados, (2) mejorar el tratamiento de la tuberculosis multi-
resistente, y (3) ofrecer tratamientos mas efectivos en la TB latente (O'Brien,
2001). Tomande en cuenta que la TB va en aumento, y que tiene una
morbilidad y mortalidad de las mas elevadas a nivel mundial (OMS, 2004), es

urgente la bisqueda de nuevos y mejores farmacos para combatira.



2.- ANTECEDENTES

2.1. Tuberculosis

La tuberculosis (TB), conocida desde siglos atras como “tisis” o “consuncion”
haciendo alusion a su naturaleza desgastante, produce la muerte de
aproximadamente dos millones de personas al aino (OMS, 2004). Es una
enf;medad infecciosa conocida desde la antigiedad que afecta al ser humano
en forma epidémica de acuerdo con registros y evidencias arqueoldgicas
(Smith, 2003). La tuberculosis, considerada como una epidemia en crecimiento,

es la causa mundial mas importante de defuncién por un solo agente infeccioso

(Rossman, y Mac Gregor, 1996).

De acuerdo a la OMS, en 1990 habia casi 8 millones de casos activos, de los
cuales 7.6 millones se presentaron en paises subdesarrollados (Schlossberg,
2000). Actualmente, la incidencia de TB se encuentra en un rango que va
desde menos de 10 por 100,000 habitantes en Norteamérica a 100 a 300 por
100,000 habitantes en Asia y Rusia Occidental, hasta mas de 300 por 100,000
habitantes en Africa del Sur y Central. Hoy se sabe que 8.2 millones de
personas desarrollan TB cada afio, de los cuales un 60% de personas sin

tratamiento moriran (Smith, 2003; OPS/OMS, 2004).

Estimaciones indican que entre 2002 y 2020, aproximadamente 1000 millones

de personas adquiriran contagio por primera vez, de éstas, mas de 150 millones



enfermaran, y 36 millones moriran de tuberculosis si no se logra reforzar el

control de esta enfermedad (OMS, 2002).

El agente responsable de esta enfermedad, Mycobacterium tuberculosis,
pertenece a un grupo de bacterias caracterizadas por tener una envoltura con
estructura compleja, tanto en su composicion molecular como en el arreglo
estructural de sus componentes. Esta caracterizada por su alto contenido de
lipidos, hasta un 60% del peso seco de la bactena, con una variedad de
estructuras poco usuales, algunas de las cuales son exclusivas de
micobacterias (Pérez, et al, 2004). La tuberculosis se disemina a través de los
nGcleos de gotitas infecciosos y por lo tanto, en la mayor parte de los casos la
via de entrada es el pulmon. En la mayoria de los pacientes la enfermedad se
conserva latente por tiempo indefinido y cuando sobreviene un momento de
debilitamiento del sistema inmune, la enfermedad comienza a desarrollarse

(Rossman, y Mac Gregor, 1996).

2.2. Factores que han contribuido al aumento de la tuberculosis.

2.2.1. El virus de inmunodeficiencia humana (ViH).

Alrededor de dos millones de casos de tuberculosis por afo ocurren en Africa
sub-Sahara. Esta cifra estd en aumento como resultado de la epidemia
VIH/SIDA. (OMS, 2002). VIH y 7B forman una combinacion letal, cada una
acelerando el progreso de la otra. VIH debilita el sistema inmune; un individuo
VIH positivo infectado con TB tiene mayores posibilidades de enfermar de

tuberculosis que aiguien infectado con TB siendo ViIH-negativo. La tuberculosis
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es una causa importante de muerte entre personas VIH-positivas, representa
alrededor del 13% de las muertes en personas con SIDA a escala mundial y
aunque se le ataca como problema, este se encuentra lejos de ser actualmente
resuelto (OPS/OMS, 2004). En Africa, el VIH es el factor mas importante en
forma aislada que ha determinado el incremento de la incidencia de tuberculosis
en los dltimos diez afos (OMS, 2004). Se ha estimado que dos millones de
muertes resultaron por tuberculosis en 2002. Las cifras mas elevadas de
muertes se encuentran en la region del Sudeste Asiatico, pero la mortalidad
mayor per capita esta en la region de Africa, en donde el VIH ha favorecido el
rapido incremento de la incidencia de TB, incrementando la probabilidad de

morir por TB (OMS, 2004).

2.2.2. Aparicion de cepas drogo resistentes.

Hasta hace cincuenta afos, no habia medicamentos que curaran la
tuberculos;s. El descubrimiento y desarrollo de antibiéticos activos contra M.
tuberculosis cred expectativas sobre la probable eliminacion de la enfermedad.
Los primeros “éxitos” terapéuticos conseguidos con la estreptomicina fueron en
la decada de los 40; sin embargo, pronto se detectd M. fuberculosis resistente a
la monoterapia (Rodriguez y Morfin, 2002). La capacidad de M. tuberculosis
para mutar y desarrollar resistencia a los antibidticos hizo fracasar al
tratamiento unico de la tuberculosis ya que podian aparecer microorganismos
resistentes a las cuairoc semanas de tratamiento (Rossman, y MacGregor,
1996). En la década de los 50 aparecieron otros medicamentos para el manejo

de la tuberculosis, como la isoniacida y el &cido paraaminosalicilico (PABA), y



se demostré que la quimioterapia combinada reducia mucho la probabilidad de

la resistencia adquirida a los medicamentos (Guerrero y Rendon, 2002).

Actualmente, se tiene conocimiento de cepas resistentes a una droga en cada
uno de los paises bajo supervision, ademas del surgimiento de cepas de bacilos
tuberculosos resistentes a todas las drogas anti-TB mas importantes (OMS,
2004). La tuberculosis drogo resistente es causada, entre otros factores por los
tratamientos incompletos, mal llevados, cuando los pacientes no completan los
esquemas terapéuticos, abandonando los tratamientos cuando se sienten mejor
y cuando tas médicos prescriben mal los regimenes de tratamiento. Una forma
particularmente peligrosa de tuberculosis drogo resistente es la tuberculosis
multi-drogoresistente (TB-MDR) la que se define como |la enfermedad debida a
TB resistente al menos a isoniazida y rifampicina, las dos drogas anti-TB mas
potentes (OMS, 2004). En nuestro pais se han reportado tasas de
multirresistencia de 2.4 a 6% (Guerrero y Rendan, 2002). En 1997 un estudio
realizado en tres estados de la Republica Mexicana, demostro resistencia
primaria a la isoniacida en 11% y resistencia a la isoniacida después del
tratamiento previo de 41%, porcentajes que indicaron la necesidad de cambiar
la estrategia de tres a cuatro farmacos en la fase inicial como se hace
actualmente (Rodriguez y Morfin, 2002). Hoy sabemos que la ocurrencia de
TB-MDR es alta en algunos paises, especialmente en la antigua Union
Sovigética, amenazando todos los esfuerzos para controlar esta enfermedad

(OMS, 2004).



2.2.3. Medidas de control mal llevadas.

De las diferentes causas que provocaron la re-emergencia de TB en los
Estados Unidos de Norteameérica, [as malas medidas de control fue lo que
mas impacto tuvo en el aumento de TB en nifios (Starke, 2004). En
México por ejemplo, se defecté que los pacientes sin supervision no
completaban los seis meses de tratamiento, que el personal de salud
desconocia en muchos casos la forma correcta de administrar los
antibioticos anti-TB, y se confié en que la vacuna BCG protegeria
(Rodriguez y Morfin, 2002).

2.2.4. Otros factores que han contribuido al aumento de la tuberculosis

Otras causas de la expansion de tuberculosis a escala mundial, son factores
derivados de la pobreza (desnutricion y hacinamiento), lugares confinados
como las prisiones, asilos, internados y los servicios de salud carentes de
programas de control adecuado (Schloosberg, 1999). De acuerdo al informe
para las Américas de la Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS), el 98%
de todas las defunciones per TB se encuentran en los paises en vias de

desarrollo (OPS/OMS, 2004).

Un ejemplo de lo que un buen programa de contro! de TB puede lograr lo tiene
la OMS y sus aliados internacionales desde 1991 denominado “Equipo de
Trabajo DOTS-plus” (directly observed therapy, shortcourse) (O'Brain, et al.,
2001) el cual intenta determinar las mejores estrategias posibles para manejar
la TB-MDR. Una de las metas de DOTS-plus es el de incrementar el acceso a

los costosos farmacos anti-TB de segunda linea para los programas de control
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de TB aprobados por la OMS en paises de bajos y medianos ingresos (OMS,

2002),

El programa DOTS de la OMS contempla cinco elementos: compromiso de los
gabiernos, servicio microscopico, provisién de farmacos, sistemas de vigilancia
y monitoreo, y uso de regimenes eficaces con vigilancia directa de los
tratamientos. Las metas propuestas por la OMS, son las de detectar el 70% de
los nuevos casos de infecciones y curar el 85% de aquellos detectados, como
ya se logro en paises como Peru y la mitad de China entre otros en el afioc 2000
(OMS, 2002). Sin embargo, en el afio 2003 los casos de TB en Africa y en la
antigua URSS siguen en aumento. Los problemas de TB/HIV y TB-MDR estan

siendo atendidos pero se encuentran lejos de ser resueltos (OPS, 2004).

2.3. Agente causal

Raberto Koch en 1882 describio el agente causal, conocido hoy en dia como
Mycobactenium tuberculosis, el cual es un bacilo, ligeramente curvo, que mide
entre 0.2 a2 0.6 x 2.0 a 5.0 ym. Es una bacteria aerobia, acido-alcohol resistente
y sin motilidad que no produce endosporas. El género Mycobactenum
comprende un grupo Unico de bacterias caracterizadas por una pared celular
que contiene una capa de lipidos (ésteres micolatos) arreglada para formar una
barrera de permeabilidad a moléculas polares, ademas de una envolttura celular
externa formada por una mezcla de polisacaridos, proteinas y lipidos (Daffée,
1999). La principal especie patdégena para el hombre es M. tuberculosis. El

bacilo tuberculoso crece lentamente, se reproduce cada 24 a 48 horas bajo
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condiciones Optimas de presion parcial de oxigeno de 140 mm Hg. Por esta
razén crece mejor en las partes del cuerpo con una alta concentracién de

oxigeno (Schlossberg, 1999).

2.4. Patogenia de la tuberculosis

En el contagio, la transmisién de M. tuberculosis es de persona a persona,
usualmente mediante la inhalacion de gotitas de aerosol diseminadas en el
ambiente cuando una persona enferma tose, estomuda, rie, canta o incluso
respira. La infectividad esta relacionada a ciertas caracteristicas de la persona,
y a factores ambientales especificos tales como una pabre circulacion del aire,
ademas del nimero de microorganismos requeridos para iﬁfectar a alguien, el
cual se ha estimado en menos de diez bacilos (Bloom, 1994; Starke, 2004). El
bacilo inhalado {lega al alvéolo, en una primera etapa, un macréfago alveolar
(MA) ingiere el bacilo inhalado y a menudo lo destruye (Schlossberg, 1999). M.
fuberculosis es capaz de sobrevivir dentro de los macrofagos, porque
componentes de su pared celular inhiben la fusion de los lisosomas con las
vacuolas fagociticas (Méresse, 1999; Fratti, 2003; Vergne, 2003). Si el MA
original no puede destruir al bacilo, éste se multiplica dentro del macréfago.
Posteriommente, los bacilos son ingeridos por otros MA y por macréfagos
provenientes de la sangre, desarrollando asi la segunda etapa, en la que ni los
macrofagos del hospedero, ni los bacilos se causan dafio (Fenton, 1996). Con
el tiempo se acumulan cada vez mas macrofagos y bacilos en estos sitios de

infeccion (Schlossberg, 1999).
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Después de 6 a 8 semanas de la infeccion, se afectan los ganglios linfaticos
regionales y se activan las células T CD,". Estas células T producen IFN-y que
activa a los macrofagos y aumenta su capacidad para matar a las bacterias
fagocitadas (Arce-Mendoza, ef al., 2004). El TNF producido por las células T y
los macréfagos también participa en la inflamacion local y en la activacion de
los macréfagos (Abbas, et al., 1999). La necrosis caseosa se inicia a través de
una reaccion de Hipersensibilidad de Tipo Tardio (HTT) que se desencadena
por las altas concentraciones locales de productos provenientes de los bacilos.
Los linfocitos de tipo Th1 son los responsables de la especificidad de esta
reaccion (Schlossberg, 1999). La HTT es un mecanismo por medio del cual se
destruyen los macrofagos no activados cargados de bacilos. Esto elimina un
ambiente favorable para el crecimiento bacteriano, pero ocurre mediante un
proceso de necrosis caseificante y que corresponde a una tercera etapa y a
costo de los tejidos del hospedero (Rossman, y MacGregor, 1996). Durante la
etapa inicial de esta necrosis caseosa caracterizada por ser solida, los bacilos
sobreviven sin poderse multiplicar, probablemente por las condiciones de
anoxia, de pH acido y la presencia de acidos grasos inhibidores (Schlossberg,
1999). Los bacilos sobreviven en los focos caseosos sélidos durante anos. A

este estado se le ha llamado latencia (Smith, 2003).

Sin embargo, en personas no inmunocomprometidas, con frecuencia hay lisis
de la proteina semisélida coagulada, por enzimas hidroliticas y la HTT vy la
masa se reblandece, cormrespondiendo a la etapa cuatro (Rook, y Hernandez,

1996). La sustancia licuada puede ser evacuada por los bronquios y eliminarse
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como esputo, siendo téxico a los tejidos por la presencia de la HTT, propagando
la infeccién a otras zonas pulmonares y a otras personas (Fenton, 1996). En
una quinta etapa, al vaciarse el absceso caseoso, se produce la caverna
tuberculosa pulmonar, de maxima importancia clinica (Hinshaw, 1981). Cabe
sefalar que los macréfagos no sobreviven en este material debido a acidos
grasos téxicos de las células del hospedero, de los bacilos 0 ambos. De este
modo, los macrofagos activados resultan ineficaces para controlar la

multiplicacion extracelular de los bacilos que se encuentran en una caverna

(Schlossberg, 1999).

Otra respuesta inmunolégica presente es la inmunidad mediada por células
(IMC), ésta aporta un beneficio al hospedero y se caracteriza por una mayor
poblacion de linfocitos T especificos de tipo Th1 que producen citocinas (Arce-
Mendoza, et al, 2004). Estas atraen a los monocitos/macréfagos de la
circulaciéon hacia la lesion y los activan. Los macréfagos activados liberan
productos intermedios de oxigeno y nitrogeno, enzimas Iisos.omales y otros
factores que matan y digieren a los bacilos tuberculosos (Smith, 2003).
Mientras mayor sea la acumulacion local de macréfages con activacion
completa, mayor serd la capacidad del hospedero para destruir al bacilo
tuberculoso (Rossman y MacGregor, 1996). La HTT implica el mismo proceso
inmunitario que ta IMC, el cual incluye a las células T de tipo Th1 y sus
citocinas. La HTT con dafio a los tejidos y que produce necrosis local, detiene
el crecimiento de los bacilos dentro de los macréfagos inactivos, lo cual le

brinda tiempo al haspedero para que se desarrolle la IMC y logre la activacion
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local de los macréfagos. Tomando en cuenta todo lo anterior, una terapéutica
antimicrobiana adecuada puede reducir de manera notoria la cantidad de

bacilos viables, y con el tiempo detener la enferrnedad (Schlossberg, 1999).

2.5. Productos naturales como fuente de nuevos farmacos

Las plantas contindan siendo,utilizadasv en todo el mundo, para el tratamiento
de multiples enfermedades y nuevos fammacos se desarrollan a partir de la
investigacion de productos naturales (Turner, 1996; Borris, 1996). A través de
la histonia encontramos numerosos ejemplos. En 1757, el Rev. Sr. Edmund
Stone de Oxfordshire, habia probado un remedio popular para la fiebre de Ia
corteza del sauce (Salix alba), cuyo principio activo fue llamado acido salicilico
en 1838 por Raffacle Piria en Paris, hoy le conocemos como aspirina
(Waissman 1991). En 1799, John Feriar atribuye a la digital una accion primaria
en el corazon, hoy en dia se emplea en la insuficiencia cardiaca congestiva
(Goodman, et al., 1974). De la quinina, alcaloide de {a quina, se ha derivado la
quinolina, acridina y otros compuestos anti-paladicos empleados hoy en dia en

la terapéutica de la malaria (Antoun, 2001).

El Taxus brevifolius demostrd actividad anti-cancerigena, su compuesto activo,
Taxol resultd ser un diterpenoide. Tanto Taxol como su analogo semisintético
Taxotere, estan en uso clinico en quimioterapia contra el cancer, (Mathew y
Wall, 1995). La podofilina, encontrada en {a resina del arbol Podophylium
peltatum, posee el lignano podofilotoxina de donde se deriva el etopésido,

utilizado en el tratamiento de cancer de pulmon y de testicule (Phillipson, 1999).
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Mexico y sus culturas han aportado especies medicinales de gran importancia,
como es el caso del barbasco, Dioscorea spp, materia prima para obtener
hormonas esteroides y sus derivados (Gomez-Pompa, 1985); ciertos laxantes,
entre ellos la hoja sen (Cassia angustisima) y los tranquilizantes Valeriana sp y
Pasifiora sp. La gran mayoria de las plantas medicinales importantes de
México, atn no han sido catalogadas como fitofarmacos, aunque comienza a
ser frecuente la inclusiéon de algunas de ellas tambien en las farmacias. México
importa especies como Peumus boldus, Amica montana, indicada en las
contusiones; Alropa belladona, midriatico y narcotico; y hojas de alcachofa,
hipoglucemiante. Y exporta plantas medicinales como Uva ursi, diurético;
Valeriana mexicana, tranquilizante; Mimosa tenuiffora, cicatnizante; Opuntia sp,

hipoglucemiante (Quintero, 1998).

Cabe agregar que hoy en dia, existe un interés creciente en la medicina
botanica (fitofarmacos) como parte de la medicina complementaria (OMS, 2002)
y que estos productos naturales se comercializan como suplementos dietéticos
en muchos paises, ta mayoria son plantas, aunque muchos de ellos estan aun
en vias de ser estudiadas cientificamente en cuanto a su principio activo,

farmacodinamia, efectos colaterales, toxicologia, etc. (Borchers, 2000).

2.6. Medicina tradicional y herbolaria
La medicina tradicional (MT) se utiliza ampliamente y es un sistema sanitaiio
que esta creciendo rapidamente y de gran importancia economica. En Africa

hasta un 80% de la poblacion utiliza la MT para ayudar a satisfacer sus

16



necesidades sanitarias, en China, la MT contabiliza alrededor de un 40% de la
atencion sanitaria (OMS, 2002). En Latinoamérica, las poblaciones siguen
utilizando la MT como resultado de circunstancias historicas y creencias
culturales (Valdez-Aguilar, 2001). En paises desarrollados, la medicina
complementaria/alternativa (MCA) se esta haciendo cada vez mas popular. El
porcentaje de poblacidn que utiliza la MCA al menos una vez es de un 48% en
Australia, un 70% en Canada, un 42% en EE UU, un 38% en Bélgica y un 75%

en Francia (OMS. 2002).

México es considerado un pais con un sistema “tolerante” de la medicina
tradicional y otras formas de atencion médica no institucionales. Al encontrarse
la medicina tradicional mexicana fuera de este reconocimiento oficial, es dificit
determinar el nimero de mexicanos que recurren a ella para el tratamiento de
sus problemas de salud. Se calcula que entre 15 y 20 millones de mexicanos
son pacientes de la medicina tradicional. Segun investigaciones realizadas, una
cantidad bastante elevada de derechohabientes del Instituto Mexicano del
Seguro Social, mantiene su relacion con la medicina tradicional. (Quintero,
1998). En la actualidad ya han sido identificadas mas de 5,000 especies

mexicanas que tienen aplicaciones curativas (Valdez-Aguilar, 2001).

2.7. Busqueda de nuevos compuestos antifimicos
Hasta hace cincuenta afos, no habia medicamentos que curaran Ia
tuberculosis. En 1944, Schatz, Bugie y Waksman anunciaron el descubrimiento

de la estreptomicina, sustancia producida por una cepa de Streptomyces
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griseus, como agente eficaz en el tratamiento de la tuberculosis experimental
(Smith, 2003), y meses mas tarde, se publicaron los primeros estudios clinicos
exitosos. Al poco tiempo, en 1946, se publican las contribuciones de Lehmann
en la sintesis y el empleo del acido paraminosalicilico (PAS) (Hinshaw, 1981).
La isoniacida (INH) en 1945, fue descubierta por Chorine cuando advirtié que la
nicotinamida tenia accién tuberculostatica, cuando se estudiaron compuestos
afines a la nicotinamida, se sintetizd la tiosemicarbazona del isonicatin aldehido
a partir del éster metilico del acido isonicotin, y el primer producto intermedio
fue la isonicotinilhidrazida llamada isoniacida (Weinstein, 1974), el mas potente
de todos los tuberculostaticos conocidos hasta ese momento. Por ofro lado,
Thomas en 1961, observé que la N,N'-diisopropiletilendiamina era eficaz para el
tratamiento de las infecciones tuberculosas experimentales del raton. Se
probaron algunos derivados de esta sustancia y, el que mas actividad
tuberculostatica presentd fue el diclorohidrato de etilendiamino-di-1-butanol
(etambutol). La rifampina, producida por Streptomyces mediterranel, fue
aislado en 1959, mostré actividad contra M. tuberculosis in-vitro en 1968, es
muy eficaz en el tratamiento de la tuberculosis humana (Goodman, et al, 1974)
Sin embargo, M. tuberculosis tiene una gran capacidad para mutar y desarrollar

resistencia a los antibioticos (Rossman, y MacGregor, 1996).

2.7.1 Basqueda de nuevos antifimicos en productos naturales.
Se ha encontrado actividad del Affium sativum contra varias cepas de M.
tuberculosis con concentraciones inhibitorias de 11.72, 22.29, y 32 ug/ml

(Newton, et al., 2000). Las fracciones polares del extracto crudo de flor de
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Borrichia frutescens (33 pg/ml) inhibieron en un 95% el crecimiento de M.
tuberculosis (H37Rv). La investigacion quimica de estas fracciones llevé al
aislamiento de nuevos triterpenos y un triterpenc previamente conocido. Los
compuestos  (24R)-24,25-epoxicicloartan-3-ona y  (3aH,24R)-24 25-
epoxicicloartan-3-ol, este Ultimo ya conocido, mostraron una CMI de 8 pg/ml

(Cantrell, ef al., 1996).

También se ensayaron las CMIs contra M. fuberculosis de un numero de
extractos de plantas de la region sureste de los Estados Unidos de Norte-
América, incluyende Magnolia grandiflora y M. virginiana. Entre sus
componentes puros estaban, las sesquiterpenlactonas costundlidos v
partendlidos, junto con una serie de germacranolidos y sus derivados. La
lactona mas lipofilica, costunélido mostrd una CMI de 32 y 128 pug/ml contra M.
tuberculosis y M. avium, respectivamente. Su derivado 4,5-epoxido, partenolido,
fue el germacrélidc mas activo con CMis de 16 y 64 ug/ml, contra M.

tuberculosis y M. avium respectivamente (Ficher, ef al., 1998).

En ofra investigacion, el extracto metandlico de las semillas de Melia volkensii
mostré 99% de inhibiciéon a 100 pg/ml. Fracciones cromatograficas mostraron
la presencia de los friterpenos kutactona, y kulunato y los compuesios no
reportados previamente, 12@-hidroxikulactona y 6B-hidroxikulactona. Con CMIs

de 16 y 4 ug/ml contra M. tuberculosis (H37Rv) (Cantrell, ef al., 1999).
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En Puerto Rico, se analizo la actividad anti-micobacteriana de un ndmero de
exiracios etandlicos de plantas pertenecientes a la flora de ese pais. El
extracto de hoja de Ficus citrifolia y Pisonia borinquena produjeron el 85% o
mas de inhibicion de crecimiento micobacteriano a 100 pg/ml de extracto
(Antoun, et al., 2001).

Por otro lado, fracciones cromatograficas de extractos celulares de
Aschersonia tubufata BCC 1785, hongo insecto-patégeno, contenian varios
compuestos triterpénicos, entre elios el dustatin y un compuesto nuevo 3%

acetoxy-15, 22-dihidroxyhopano, los cuales tuvieron una CMi de 12.5 ug/ml

contra M. tuberculosis (Boonphong, ef al., 2001).

A partir de |a parte aérea de la planta Physalis angulata se obtuvieron los
compuestos puros physalina B y D que mostraron CMIs de 128 y 32 pg/ml

contra M. tuberculosis cepa H37Rv respectivamente (Januarico, et al., 2002).

El extracto etandlico y las fracciones hexanicas de Morinda. citrifolia (noni)
mostraron 89 % y 95 % de inhibicién respectivamente contra M. tuberculosis a
100 pg/ml. Cuando se probaron contra M. tuberculosis los componentes
terpénicos aislados (E)-phytol y cycloartenol, éstos registraron CMIs de 32 y 64
pg/mi respectivamente. Los aislados cetosteroides B-sitosterol, estigmasterol y
el epidioxisterol registraron CMls de 128, 32 y 25 pg/ml respectivamente,
mientras que una mezcla de 2:1 de dos cetosteroides estigmasta mostré una

CMI de 2.0 yg/ml (Saludes et af., 2002).
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Se analizo la actividad del clorhidrato de criptolepina, una sal del alcaloide
indoloquinolinico de la planta medicinal africana Cnptolepis sanhguinolenta,
contra micobacterias de rapido crecimiento y mostro CMis de 16 pg/ml para
Mycobactenum fortuitum, 4 ug/ml para M. phlei . 2 yg/ml para M. aurum, 8
ug/ml para M. smegmatis, 32 ug/ml para M. abcsessus , asi como 12.5 pg/ml

para M. bavis BCG (Gibbons, ef al., 2003).

Investigadores mexicanos encontraron que los extractos hexanicos de Arfemisia
ludoviciana, Chamaedora tepejilofe, Lantana hispida, y Malva parviflora tienen
una CMI de 200 pg/ml contra M. tuberculosis y los extractos hexanico y
metandlico de Juniperus communis una CMI de 100 pg/ml. Ademas el extracto
hexanico de L. hispida mostréo una CMi de 25 pg/ml contra 8 aislados de M.
tuberculosis multi-drogoresitentes.  Finalmente, una (fraccién FVI) de ocho
fracciones obtenidas del extracto hexanico de L. hispida inhibio el crecimiento
de M. tuberculosis H37Rv y M. avium a una conceniracion de 12.5 pgimi,

(Jimeénez, et al., 2003).

2.8. Plantas utilizadas en este estudio.

Los nogales

La informacién acerca de la utilizacion de los nogales en la medicina tradiciunal
contra la tuberculosis data de la época de los romanos quienes o dedicaron a

Japiter, y de aqui su nombre latino juglans, abreviatura de jovis glans, que
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significa nuez de Jupiter. Dioscorides y Plinio lo recomendaron Gnicamente en
aplicaciones externas en las mordeduras de perros y hombres, y para sanar
gangrenas (Chamouleau, 1990). En México, Esteyneffer en 1710 menciona en
su obra “Florilegio Medicinal de todas las Enfermedades” al Nogal de Castilia y
sus usos en la tisis. Gregorio Lopez en el siglo XVII refiere su uso “...contra
mordeduras de perros rabiosos y del hombre; en gangrenas, carbuncos y en la

n

tina...”. En el siglo XX Maximino Martinez la reporta como; antiblenorragico y
antiescrofuloso. Anos después la Sociedad Farmaceutica de México cita los
siguientes usos: aftas, antiblenorragico, antiescrofuloso, astringente, cicatrizal,
regenerativo, depurativo, eupéptico, metrorragias y otitis. A diferencia del nogal
de Castilla, C. illinoensis tiene poca documentacion sobre sus aplicaciones
medicinales y cuando se leen dan la impresion de que se confunden con las del
nogal de Castilla. Los indios de Norte América utilizaron preparaciones de las
especies de Carya con fines medicinales durante siglos (Grauke, 1988). Segun
registros historicos, la tribu Kiowa utilizaba cocimientos de la corteza del nogal
pecanero (C. illinoensis) para el tratamiento de la tuberculosis, asi como la tribu

comanche utilizaba las hojas molidas frotadas en la piel afectada por parasrtos

{http://imww.umd.umich.edu/egi-bin/herb). Por otro lado, el nogal gozaba de una

buena reputacion para aliviar la tuberculosis de acuerdo con el testimonio de
personas de mas de 70 afos de edad en los estados de Tamaulipas y Nuevo
Ledn, quienes recuerdan el uso del té de corteza de nogal para tratar la
tuberculosis hace mas de cincuenta afos, antes del advenimiento de ios
modernos farmacos anti-TB, (comunicacion verbal). En la region de Parras,

Coahuila, la gente acostumbra tomar el té de hojas de nogal para la tos, aunque
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no la refieren para la tuberculosis (comunicacién verbal). Los nogales
pertenecen a la orden de los Juglandales, esta orden comprende una sola
familia, Juglandaceae. Los registros fosiles mas antiguos de esta familia datan
del periodo Cretaceo, hace aproximadamente 135 millones de anocs (Grauke,
2004). La familia Juglandaceae son arboles caducifolios, lefiosos, de flores
monoicas, unisexuales, apétalgs, hojas innatas compuestas y espaciadas, y
fruto en nuez rodeado de una especie de clipula. La familia Juglandaceae
abarca siete géneros los cuales comprenden aproximadamente 70 especies

(Brison, 1974).

Tabla 1.- Plantas mas conocidas de la familia Juglandaceae.

Género Especie Nombre comin
Juglans nigra Nogal negro
Juglans regia Nogal persa, nogal de Castilla, Walnut

Juglans | microcarpa | Nogal negro de Texas

Juglans rupestris  |Nogal (nuez) de piedra

Juglans major Nogal negro de Arizona

Juglans cinerea |Nogal (nuez) de mantequilla

Juglans | sieboldiana | Nogal japonés

Pterocarya | stenoptera |Nuez alada de China

Carya illinoensis |Nogal pecadero y hicory

Carya aquatica |Nogal amargo
B Carya laciniocea |[Nogal de corteza fina
Carya ovata Nogal peludo
Carya texana |Nogal negro
Carya alba Nogal blanco
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2.8.1.Juglans regia

Clasificacion Botanica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta.
Superdivisién Spermatophyta.
Division Magnoliophyta.
Clase Magnoliopsida.
Subclase Hamamelidae.
Orden Juglandales.
Familia Juglandaceae.
Género Juglans L.

Especie Juglans regia L.

Descripcion.

Conocido como hoja de nogal, nogal de Castilla, nogal persa, nuez, nuez crolio
nuez de Castitla. Arbol que mide de ocho a quince metros de altura, con hojas
de tres a cuatro centimetros de largo de color verde claro y lisas por el anverso,
y en el reverso con pelos suaves (Martinez, 1987). Los frutos seencu  an n
pares y la semilla es una bellota con forma ovoide. Originaria del sureste de

Europa, oeste de Asia, Asia occidental, region del Himalaya. J. regia vive en
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clima templado entre los 1600 a los 2,750 m shm. Asociada a bosque mixio de
pino-encino y de juniperos (INl, 1989). De las hojas se han identificado los
monoterpenos bomeol, beta-farneseno, limoneno, linalol, mirceno, a y B
ocimeno, a y B pineno y sabineno; Los sesquiterpenos cariofileno, a farneseno y
germacreno, y la juglona. En las hojas y pericarpio del fruto se han encontrado
los gomponentes acidos caféico, clorogénico, cumarico, ferdlico y sinapico. El
fruto contiene {as quinonas juglona y 1,4-naftaquinona. En la corteza la juglona
y regiolona; los triterpenos betulina y acido botulinico, § sitosterol; el alcaloide
berberina; el flavonoide catequina; y el acido cafeico. La raiz contiene las
quinonas juglona, 3-3'-bis-juglona y ciclo-tri-juglona; y beta sitosterol. El
extracto etandlico de tallo mostré actividad contra Candida albicans, C.
lropicales, Sporotrichium schenkii, ademas de actividad antihelmintica dei
acuoso sobre Haemonchus coniortis. La dosis letal media de los extractos
etanolico-acuoso de hoja y corteza en ratones por via intraperitoneal resulté de
1000 mg/Kg, y de 75 mg/Kg respectivamente (INI, 1989). Extractos acuosos de
J. regia inhibieron el crecimiento de los dermatofitos Microspaorum canis y

Trichophyton violaceum, (Ali-Shtaych, 1999).
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2.8.2. Carya illinoensis

Clasificacion Botanica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta.
Superdivision Spermatophyia.
Division Magnoliophyta.
Clase Magnoliopsida.
Subclase Hamamelidae.
Orden Juglandales.
Familia Juglandaceae.
Género Carya Nutt.

Especie Carya illinoensis (Wangenh.) K

Descripcion

Carya iliinoensis se localiza en los estados del norte de México, en aigunos
estados del centro de México y casi la mitad del territoric de Estados Unidos.
También conocido como nogal liso, nogal pecanero, pecan, hickory.
Manchester (1981) indica que la familia Juglandaceae es originaria de Norte
América, indicando que esta area es el origen de la familia. Cabeza de Vdca en
1533 describe este nogal y las nueces comparandolas con la nuez de Galicia

(Castilla), en el rio Guadalupe en Texas (Brison, 1974).
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2.8.3. Juglans mollis

Clasificacion Botanica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta.
Superdivision Spermatophyta.
Division Magnoliophyfta.
Clase Magnoliopsida.
Subclase Hamamelidae.
Orden Juglandales.
Familia Juglandaceae.
Género Juglans L.

Especie Juglans mollis.

Descripcién

Llamado nogal de nuez meca y nogal encarcelado, es un nogal silvestre que
crece en areas cercanas a rios y arroyos, alcanza hasta 18 m de altura. Hojas
compuestas de 8 a 5 hojuelas afelpadas. Las nueces no comestibles, de 3 a4
cm, de la forma, color y tamaiio de un limén. Se localiza en Nuevo Lebén y
Noste de S.L.P. (Martinez, 1987). Abunda en las riveras de arroyos y rios que
cruzan la carretera Nacional, en La Estanzuela, en Villa de Santiago N.L., en
Allende, N.L. y en el municipio de Guadalupe, N.L. a lo largo del rio La Silla. No

posee referencias en cuanto a usos medicinales en la literatura.
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Figura 1.- Fotografia del nogal Jugfans regia.

Figura 2.- Fotografia del nogal Carya illinoensis

Figura 3.- Fotografia del nogal Juglans mollis.
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3. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Tres razones principales justifican la necesidad de desarrollar nuevos
medicamentos anti-TB: (1) mejorar los tratamientos actuales acortando la
duracion del tratamienio yl/o proveyendo tratgmientos intermitentes mas
ampliamente espaciados, (2) mejorar el tratamiento de la TB-MDR, y (2)
suministrar un tratamiento mas efectivo a la infeccién de la tuberculosis latente
en programas gque permitan implantar esta practica (O'Brien y Nunn, 2001). E!
crecimiento reciente de la incidencia de la tuberculosis, con cifras alarmantes de
mortalidad a nivel mundial, pero sobre todo en paises en vias de desarrollo
(OMS, 2004), hacen prioritario la busqueda de nuevos y mas efectivos farmacos
anti-TB que provean una terapéutica antimicrobiana adecuada para reducir de
manera notoria la cantidad de bacilos viables, y con el tiempo detener la

enfermedad (Schlossberg, 1999).

Por otro lado, debido a que muches productos naturales usados en medicina
tradicional involucran componentes que no han sido rigurosamente
caracterizados, existe una gran necesidad de validar cientificamente los usos
populares de muchas plantas a través de procedimientos cientificos (Talatay,
2001). Este trabajo aporta elementos que validan el uso de diferentes partes,
de tres especies de nogales en el tratamiento de la TB, introduciendo estas

ptantas en el estudio de sus actividades anti-TB.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipotesis

Los extractos de corteza y hoja de Juglans regia, Juglans mollis y Carya

illincensis presentan actividad in vitro contra Mycaobacterium tuberculosis.

4.2. Objetivo general

Determinar la actividad anti-micobacteriana in vitro de los extractos acuoso,
etandlico, metandlico y hexanico de la corteza y hoja de Juglans regia, Juglans

moillis y Carya illinoensis.

4.3. Objetivos especificos

1. Localizar, identificar y recolectar muestras de las tres especies de
nogales en estudio.

2. Obtener los extractos acuoso, etanélico, metandlico y hexanico a partir
de las muestras colectadas.

3. Comprobar la actividad in vitro de los extractos contra Mycobactenum
tuberculosis.,

4. ldentificar parcialmente los compuestos de los extractos que presenten

actividad.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Recoleccion:

Se llevé a cabo la recolecta de muestras de hoja y corteza de J. regia, J. maollis
y C. illinoensis. Las muestras de hoja y corteza de J. regia L., fueron
recolectadas en la comunidad de Mineral del Chico, en el estado de Hidalgo,
durante el mes de julio por ser el mes previo al inicio de la desfoliacion. J.
moliis fue recolectada en la comunidad de El Alamo, Villa de Santiago, Nuevo
Lebén, durante el mes de junio, C. #ffinoensis fue recolectada en Monterrey
Nuevo Ledn, durante el mes de junio del 2002. El material recolectado se dejo
secar a temperatura ambiente a la sombra. Se deposito una muestra de cada
especie en el herbario IMSSM para su clasificacion y obtencién del nimero de

voucher.

5.2 Obtencion de Extractos:
De cada muestra de hojas y corteza de los tres nogales se obtuvo un extracto

acuoso, etandlico, metandlico y hexanico.

Extracto acuoso: Muestras de corteza y hojas se molieron por separado, la
corteza en molino eléctrico y la hoja en licuadora eléctrica De cada muestra
molida se pesaron 15 g y se agregaron a 250 ml de agua en ebullicién
retirandose inmediatamente del fuego. La infusion se dejo en reposo hasta que
alcanzé la temperatura ambiente. El extracto resultante de cada uno se filtré a

través de papel filtro y se liofilizé. Se colocaron los extractos en frasco oscuro
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para su almacenamiento a temperatura ambiente. Para las pruebas, la
concentracién de las soluciones se ajustdé con agua bidestilada y se

esterilizaron por filtracion.

Extracto Etandlico: Muestras de corteza y hojas se molieron por separado, la
corteza en molino eléctrico y la hoja con liquadora eléctrica, de cada uno de
éstos materiales se pesaron 60 g y se maceraron con 60 g de etanol (76.4 ml)
hasta obtener una pasta. Estos materiales se dejaron reposar por una semana
en frasco oscuro, aplicando agitacion manual diaria. Posteriormente se fiitro
por presion mecanica a través de un lienzo de algodon crudo. El extracto
resultante se llevé a sequedad total en un rotavapor. Para los bioensayos, el
extracto se resuspendid y ajusté a las concentraciones deseadas con
dimetilsuliéxido (DMSO) y se esterilizé por filtracion. Los extractos se
almacenaron en frasco de vidrio oscuro, a temperatura ambiente, por no mas de

3 meses.

Extracto Hexanico: Muestras de la corteza y hojas, se molieron por separado
hasta obtener un polve fino, de este material se pesaron 60 g y se colocaron
con 700 mi de hexano bajo reflujo continuo en soxtlet por 7 dias. EIl extracio
resultante se llevo a sequedad total en rotavapor. Los extractos se conservaron
en frasco de vidrio oscuro, a temperatura ambiente hasta la fecha de los
bioensayos (no mas de seis meses). Para las pruebas se resuspendio y ajusto

a las concentraciones deseadas con DMSO, y se esterilizo por filtracion



Extracto Metandlico: Las muestras residuales de corteza u hojas de la
extraccion por hexano se colocaron en 700 mi de metanol bajo reflujo continuo
en soxhlet por 7 dias. EIl extracto resultante se llevdo a sequedad total en
rotavapor. Los extractos se conservaron en frasco de vidrio oscuro, a
temperatura ambiente, hasta la fecha de los bicensayos (no mas de seis
meses). Para las pruebas se resuspendio y ajustd a las concentraciones

deseadas con DMSOQO y se esterilizé por filtracién,

5.3. Determinacion de la actividad de los extractos sobre M. tuberculosis
5.3.1 Microorganismo de prueba

Mycobacterium tuberculosis, cepa H37Rv. Los bacilos se cultivaron a 37°C por
diez dias, en medio Middlebrook 7HS (7H9) suplementado con AODC. Para los
ensayos de actividad antimicrobiana, la densidad de los cuitivos se ajusto con el
nefelémetro de McFarand al tubo No.1 (D.O. de 0.6} y se diluyd 25:1 para
obtener una concentracién final de 1x10* bac/ml. Esta densidad bacteriana fue

utilizada para inocular la microplaca.

5.3.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria.

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se utilizé Ei Ensayo
del Metodo Azul de Alamar (EMAA), el cual es un indicador de oxido-reduccion
que presenta un cambio de color al ser reducido por organismos vivos (Yajko,
1995) y permite una lectura visual directa de los resultados (Collins y Franzblau,

1997, Palomino y Portaels, 1999).
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Se prepararon soluciones de trabajo de los extractos, diluyendo con agua o
DMSO como se indicd anteriormente. En microplacas de 96 pozos se
colocaron en una hilera las concentraciones iniciales (1000, 100 y 10 pg/ml) de
los diferentes extractos a probar. Todos los extractos se probaron por
triplicado. A partir de las concentraciones iniciales, se efectuaron diluciones
seriadas 1:2 de los extractos en las microplacas (concentracion final de 3.90,
0.390y 0.039 pg/ml). Una hilera se dejo sin extracto, el cual sirvidé como control
positivo de crecimiento bacteriano. Se realizaron las mismas diluciones con
DMSO, utilizado como disclvente en la preparacion de las muestras. Todos los
pozos del perimetro externo de la placa se llenaron con 200 ul de agua
bidestilada con la finalidad de mantener la humedad en toda la microplaca.
Como control positivo de actividad antifimica se utilizé la isoniacida
(concentracion inicial de 125 pg/ml). Una vez preparadas todas las diluciones
de los extractos, se colocaron 100 u! de la dilucion 1:25 de la suspension
bacteriana en medio 7H9 suplementado con OADC en todos los pozos. Las
microplacas fueron incubadas a 37°C por 5 dias, agregandose al quinto dia a
un pozo de control positivo de crecimiento, 50 pl de solucién de una mezcla 11
de Azul de Alamar y tween 80 al 10%. Las placas fueron reincubadas a 37°C
por 24 h mas. Posterior a la incubacion, en caso de no virar, el colorante era
agregado a otro pozo control y reincubado un dia mas. Si el color del pozo vird
hacia rosa indico el crecimiento de las micobacterias, y se procedid a agregar
la solucion de Azul de Alamar al resto de los pozos, e incubandose por otias 24
h. Luego de este tiempo, aquellos pozos con color rosa bien definido fueron

registrados como positivos para el crecimiento. Se definid la concentracién
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minima inhibitoria (CMI) como la concentracion mas baja del exiracto que
previno el cambio de color hacia rosa. (Collins y Franzblau, 1997; Palomino y
Portaels, 1999). Todos aguellos extractos que presentaron CMI de 125 ug/ml o
menos fueron considerados activos. Los extractos que presentaron actividad

por debajo de 100 pg/ml fueron probados a concentraciones menores.

5.4 Pruebas de identificacidon de grupos quimicos
Las pruebas de identificacién de grupos quimicos se realizaron de acuerdo a lo

propuesto por Dominguez, 1973.

Naftaquinonas y antraguinonas; prueba de Borntrager. Se hirvié por 10 min una
pequefia porcion de extracto con hidroxido de potasio (KOH 2-5%) para luego
enfriarla, se acidulé con HC| 1N y se extrajo con benceno. La capa se separé y
se agitdé con un poco de la solucion de KOH. Si la fase del benceno se decolord

y la alcalina se torno roja, esto indico presencia de quinonas.

Identificacion de lactonas: se hicieron reaccionar 1-2 mg de una porcidn de

extracto con solucién alcohdlica de hidroxido de sodio (NaOH) al 10%. Un color
amarillo o anaranjado que desaparecio al agregar unas gotas de acido

clorhidrico indicé la presencia de un aniflo lacténico.

identificacion de flavongides: se disclvié una pequefia porcion de extracta en

etanol, tratandola con limaduras de magnesio (Mg) y aplicandole calor (60°C),
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luego se agregaron unas gotas de acido clorhidrico concentrado, la prueba se

considero positiva al presentar colores naranja, rojo, rosa-azul o violeta, -

Identificacion de sesquiterpenlactonas: prueba de Baljet. Se utilizaron 2

soluciones que se mezclaron en volumenes iguales antes de usarse. Sol A: 1 g
de acido picrico en 100 ml de etanol. Sol B: 10 g de NaOH en 100 ml de agua.
Se colocaron de 2-3 mg del extracto y de tres a cuatro gotas de reactivo. Un

color naranja o rojo fue positivo.

Identificacion de insaturaciones: Prueba de permanganato de potasio (KMnO,).

Se agreg6 a una pequena porcion del extracto gota a gota, una solucién de
KMnO, al 2 % en agua. Se regisiro como positiva si el extracto presento una

decoloracion al aplicar mas de tres gotas de reactivo.

Prueba para oxihidrilos fenélicos: prueba del cloruro férrico FeCis. Se

disolvieron 1 a 2 mg del extracto muestra en 1 mi de etanol, mas una gota de
solucion de cloruro férrico en agua al 15 %. Fue positiva para la presencia de
oxihidrilos fendlicos la aparicion de coloracion o precipitado rojo, azul violeta o

verde,

Triterpenos y esteroles: prueba de Liebermann-Burchard. Se disolvieron 1.5 mg
de extracto muestra en cloroformo para luego afadirse el reactivo que se
preparé agregando una gota de acido sulfurico en una mezcla de 1 ml de

anhidrido acético con 1 ml de cloroformo. La aparicion de cualquier color en el
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lapso de una hora indicé que es positiva. La prueba fue positiva para esteroles
si hubo formacion de color azul o verde, y para triterpenos si hubo rojo

anaranjado, violeta o morado.

Coumarinas: Se disolvié una porcion de extracto muestra (1-2 mg) en solucion
alcohdlica de KOH al 10 %. Una coloracion amarilla, que desapareci¢ al

acidular con HCL 1N se registré como positiva.

Alcaloides: prueba de Dragendorff. El reactivo de Dragendorff se prepard
mezclando 5 mi de |3 solucion A (0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de
10 ml de acido aceético glacial y 40 m! de agua) y 4 mi de solucion B (8 g de
yoduro de potasio en 20 ml de agua), este reactivo es estable por un ano. Se
disolvieron de 1-2 mg de la muestra en etanol y se colocaron unas gotas en una
placa de porcelana, luego se afadieron unas gotas del reactivo de Dragendorfi.

La prueba fue positiva al aparecer un precipitado naranja marron.
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8.-RESULTADOS

6.1. Recoleccion y clasificacion del material vegetal

Las muestras de hoja y corteza de Juglans regia L., fueron recolectadas en la
comunidad de Mineral del Chico, en el estado de Hidalgo, durante el mes de
julio del 2002. Juglans mollis fue recolectada en la comunidad de E! Alamo,
Villa de Santiago, Nuevo Ledn, durante el mes de junio del 2002, Carya
illinoensis fue recolectada en Monterrey Nuevo Leon, durante el mes de junio
del 2002. Se envid una muestra de cada especie al Herbario IMSSM en la
Ciudad de Meéxico, donde fueron identificadas y depositadas como’ Juglans
moliis, Juglans regia y Carya illinoensis con los numeros de voucher 14319,

14318 y 14320 respectivamente.

TABLA 2 - No. de voucher y de origen de las tres especies de nogales.

Especie de nogal No. de voucher | Lugar de recoleccién
Carya iflinoensis 14320 Monterrey, N. L.
Juglans mollis 14319 Santiago, N.L.
Juglans regia 14318 Mineral del Chico, Hgo. .

6.2. Rendimientos de los Procesos de Extraccion.

Los rendimientos de los procesos de extraccion se calcularon pesando el total
de la muestra molida (antes de entrar al proceso de extraccidn), y pesando la
porcion del extracto seco. Luego el peso de la muestra al inicioc se dividio entre

el peso de la muestra al final del proceso de extraccion y se multiplicé por 100.
38



Encontramos los maximos rendimientos en los extractos alcoholicos y acuosos
de las hojas: 16.6% (metandélico), 26% (acuoso) y 20% (etandlico) en C.
illinoensis, 14% (acuoso), 28.5% (metandlico) y 26% (etandlico) en J. moliis; y
6.6% (metandlico), 15% (etandlico) y 13.3% (acuoso) en J. regia. En cambio
los rendimientos mas bajos estan en los extractos hexanicos de cortezas
registrando en C. illinoensis 0.4%, J. mollis 0.3% y J. regia con 1.6% (ver

graficas 1, 2y 3).

Carya illinoensis

Porcentaie de rendimiento

hex met ac et hex met ac et
HOJA CORTEZA

Figura 4.- Carya illinoensis. Porcentajes de rendimientos de extraccion con
solvente hexanico (hex), metanotico (met), acuoso (ac) y etandtico (et).
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Figura 5.- Juglans mollis. Porcentaje de rendimtentos de extraccion con
solvente hexanico (hex), metandlico (met), acuoso (ac) y etandlico (et).

Juglans regia

Porcentaie de rendimiento

hex met ac et

CORTEZA

Figura 6.- Juglans regia. Porcentaje de rendimienfos extraccion con solvente

hexanico (hex), metandlico (met), acuoso (ac) y etandlico (et).
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6.3. Concentraciones minimas inhibitorias de los extractos contra M.
tuberculosis.

La determinacion de la CM! de los extractos vegetales sobre M. tuberculosis
H37Rv se realizé mediante la técnica de azul alamar. Los extractos probados
que presentaron la mejor actividad fueron: los hexanicos de corteza de C.
illinoensis, J. mollis y J. regia con una concentracién minima inhibitoria (CM1)
de 31.25, 50 y 100 pg/ml respectivamente. El extracto etandlico de corteza de
J. mollis también present6 una CMI de 100 pg/ml. Todos los extractos restantes
de C. illincensis y J. mallis con excepcion de los acuosos y el metanolico de

J.regia presentaron una CMI de 125 pg/mil, (Tabla 2).

DMSC 12 8 7 6 4 3 1 hom
®2® < 1000

® ® 500

®% 250

125

DO B 625
*S®® ® 3125
DB ® 156
®» DODODe® 781
>SS ® 319
3 & B 98 ® lestigo

Figura 7.- Determinacion de actividad antimicobacteriana de los extractos de C.
ilinoensis sobre M. tuberculosis cepa H37Rv mediante la técnica de azul
alamar. Columna 1: extracto hexanico de hoja; columna 3: extracto hexanico de
corteza; columna 4. extractos metandlico de hoja; columna 6. extractos
metanolico de corteza; columna 7: extracto etanolico de hoja y columna 9

extracto etanodlico de corteza. Las concentraciones usadas estan dadas en
pg/mi.
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Tabla 3.-Concentraciones minimas inhibitorias de las tres especies de nogal.

Concentracion Ninima Inhibitoria

Isoniacida (0.036 pg/mi)

Nogal Extractos Hoja (g/mil) Corteza (pg/ml
hexanico 125 31.25
metandlico 125 125
R TR etandlico > 125 125
acuoso - >1000
hexanico 125 50
. metanolico 2125 125
Juglans molfis —
etandlico 125 100
acuoso >1000 >1000
hexanico >1000 100
Sl et metandlico 125 >1000
etandlico >1000 >1000
acuoso >1000 >1000

6.4 Identificacion de grupos quimicos.

C. illinoensis. Del total de grupos quimicos estudiados mediante pruebas

quimicas coloridas en la hoja y corteza de esta especie, resalta la presencia de

triterpenos y quinonas en el extracto de la corteza. Lo mismo en cuanto a

esteroles y lactonas pero en hoja.

extractos hexanicos de hoja y corteza (Ver Tabla 3).
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Tabla 4.- l|dentificacion
ilinoensis.

de grupos quimicos en

los extractos de Carya

HOJA CORTEZA
Carya illinoensis

aq et met |hex jaq et met  |hex
Esteroles y triterpenos v v \ X v \ \; v
alcaloides N N
quinonas N NN N N
lactonas N N N W
sesquiterpenlactonas N N v N N

xidrilos fendlicos v N N

cumarinas N N
flavonoides N N N N N

J. mollis. Del total de grupos quimicos estudiados mediante pruebas quimicas

coloridas en la hoja y corteza de esta especie, se observd la presencia de

triterpenos y sesquiterpenlactonas en los extractos etandlico, metandélico y

hexanico de corteza.

Las quinonas aparecieron solamente en el extracto

etandlico de coreza y los alcaloides en los extractos acuoso y etanélico de

hoja y corteza, y metantlico de hoja. No detectamos lactonas en el extracto

hexanico de hoja y corteza.

Mientras que se detectaron esteroles,

sesquiterpenlactonas y oxihidrilos fendlicos en los extractos etandlico,

metandlico y hexanico de hoja (Ver Tabla 4).
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Tabla 5.- Juglans moliis. Resultados de las pruebas de identificacion de grupos
quimicos.

HOJA CORTEZA
Juglans mollis
aq | et [ met|hex{ aq et | met| hex

esteroles y triterpenos v v \ \ vV v
alcaloides v v o[ A N N
quinonas N
lactonas NN N v |
lsesquiterpenlactonas N VA NNy

xidrilos fenélicos vIiJ[ ] v v [ A

4 1

cumarinas
flavonoides v N

J. regia. Se detectoa la presencia de triterpenos y oxihidrilos fendlicos en los
extractos etanélico, metandfico y hexanico de corteza. Quinonas estuvieron
presentes solamente en los extractos etandlico de corteza (como en J moliis).
Los oxihidrilos fendlicos también estuvieron presentes en los cuatrc exire tos
de hoja. Se detectaron alcaloides en el extracto acuoso y metandlico de haja.
Mientras que se encontraron lactonas y sesquiterpenlactonas en los extractos
acuoso, etanélico y metandlico de hoja y metandlico de corteza. Los extractos

etanadlico, metandlico y hexanico de hoja contenian esteroles (Tabla 5).
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Tabla 6.- Juglans regia. Resultados de las pruebas de identificacién de grupos

quimicos.
HOJA CORTEZA
Juglans regia
aq et | met | hex | aq et | met | hex

esteroles y triterpenos \ \ v \ \ v
alcaloides ” N v
quinonas N
lactonas N v Vv N v
sesquiterpenlactonas N N v v N
oxidrifos fendlicos N v v N V v N
cumarinas v N

avonoides v

45



7. DISCUSION

El conocimiento empirico y/o popular del uso de plantas con fines medicinales
es una base solida que sirve como un factor orientador y predictivo en la
busqueda e identificaciéon de nuevos agentes terapéuticos. Esta informacion
constituye un criterio etnobotanico que hemos utilizado para la seleccion de tres
especies de nogal y analizar su actividad contra la cepa H37Rv de M.

tuberculosis.

Los nogales han sido, a través de la historia, parte integrante de numerosas
preparaciones, y su uso medicinal es mencionado por Dioscorides al igual que
Plinio quienes la recomiendan en aplicaciones externas contra mordeduras y
gangrenas, posteriormente Galeno recomienda al nogal como astringente y
tonico para la sangre. Su uso en la “fisis”, término griego que significa
acabamiento, aparece en Europa en libros de herbolaria. En 1708, Juan de
Esteyneffer, médico y farmacéutico que estudié en Praga y que en 1700 se
incorpor6 a las misiones del noroeste de La Nueva Espana, menciona los usos
del nogal de Castilla (Juglans regia) tanto en la tisis como en la “escrofulosis”,
término empleado para designar la tuberculosis ganglionar. Podemos decir que
el uso del nogal en la tuberculosis por lo tanto, fue introducido en Ameérica por
los misioneros que practicaban medicina. Posteriormente, Vestal y Schultes
(1939) mencionan el uso de la corteza de nogal pecanero (C. illinoensis) en la

tuberculosis por los indios de la tribu Kiowa.
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En Nuevo Leén y Tamaulipas, hasta el advenimiento de los antibidticos anti-TB,
la gente empleaba la corteza del nogal pecanero en el tratamiento de la

tuberculosis, ademas de usarlo como antibiético, antifingico y antiséptico local.

Por otro lado, para la preparacion de los extractos de nogal, eligimos los
extractos acuosos y etanclicos de hoja y de corteza, por ser los mas usados a
nivel popular. A nuesiro estudio agregamos los extractos obtenidos por reflujo
con metanol y hexano con la finalidad de incluir compuestos con diferente
polandad. Asi tendriamos desde motéculas no polares extraidas con el hexano

hasta aquellas altamente polares extraidas con agua.

Los porcentajes de rendimientos de las muestras sometidas a los procesos de
extraccion fueron diferentes para cada muestra. Los mas elevados, en orden
decreciente, fueron los extractos etanélico, metandlico y acuoso de hojas, y los
mas bajos los hexanicos de corteza. Dada la actividad antimicobacteriana
encontrada en los extractos etandlicos y metandlicos de las hojas y sus altos
rendimientos en la obtencion de los extractos, permiten considerarlos como un
posible fitoquimico al alcance de aquellos enfermos de escasos recursos.
Ademas, las hojas del Carya illinoensis constituyen un recursc natural medicinal
renovable, ya que esta especie es un nogal que desfolia anualmente y abunda
en los estados del norte de México y gran parte de los Estados Unidos de
Ameérica, en donde es extensamente cultivado para la comercializacion de sus
frutos. Para ello es necesario continuar los estudios para validar su

aplicabilidad a nivel clinico en pacientes con tuberculosis.
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Las diferencias en las caracteristicas genéticas de las tres especies de nogales
en este estudio, y sus condiciones de crecimiento (ubicacion sobre el nivel del
mar, caracteristicas del suelo, clima, precipitacién pluvial anual, humedad
relativa en el ambiente, condiciones de los nogales, asi como el mes en que se
efectuaron las recolectas, pueden influir en las variacjones de los porcentajes
de los rendimientos obtenidos, en los compuestos presentes y en su
concentracion. Brison (1975) reportd que todos estos factores afectan en la
produccién del fruto, en calidad y cantidad del mismo, la floracion, los tallos, etc.
En el presente trabajo cuidamos de registrar el sitio exacto de colecta y hacerla

durante !a misma época del afio para reducir esta variacion lo mas posible.

Para determinacion de la actividad antimicobacteriana, utilizamos el Ensayo del
Método Azul de Alamar (EMAA) por ser este un método sencillo que emplea
una concentracién critica de cada droga, con resultados disponibles dentro de
8-10 dias, y que permite una lectura visual directa de los mismos (Palomino,
1999). Este metodo es utilizado en pruebas para medir la viabilidad, toxicidad y
crecimiento celular. El reactivo de Azul de Alamar cambia de azul cuando se
encuentra en estado oxidado, a rosa cuando es reducido, no requiere el uso de
radioisétopos, y es ideal para determinacion de concentraciones minimas
inhibitorias (Yajko, 1995). Ademas, adaptado a un sistema de microplaca
facilita la determinacion de CMI en una gran cantidad de compuestos de

manera rapida y confiable (Collins y Franzblau, 1997).
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La reduccion del Azul Alamar, se lleva a cabo en el ambiente interno de la
célula metaboélicamente activa el cua! esta mas reducido que el de las células
no viables. De manera especifica, moléculas con capacidad reductora
(intermediarios metabdlicos) aceptores de electrones, mantienen una relacion -
NADPH/NADP, FADH/FAD, FMNH/FMN, y NADH/NAD - que se incrementa
durante la proliferacién celular (Bhagavan, 1983). Algunos compuestos tales
como las sales de tetrazolium y el Azul de Alamar son reducidos por estos
intermediarios metabélicos, resultando Utiles en el monitoreo de células viables,
ya que su reduccién es acomparada de un cambio en su color, detectable
visualmente y medible espectrofotometricamente. El potencial de oxidacion-
reduccion del Azul de Alamar es +380 mV a pH 7.0, a 25°C. Por lo tanto, el Azul
de Alamar puede ser reducido por NADPH (Eo=-320 mV), FADH (Eo=-220 MV),
FMNH (Eo=-210 mV), NADH (Eo=-320mV), al igual que los citocromos (Eo =
290 mV a + 80 mV). Como estd comprobado que la reduccion de Azul de
Alamar requiere de su captacion dentro de la celula, el Azul de Alamar no es
reducido por compuestos en los medios de cultivo celular, implicando que la
reduccion del compuesto solo se debe al metabolismo dentro de las células

vivas.

Los resultados indican que las tres especies de nogales presentan actividad
inhibitoria antimicobacteriana, tanto en hojas como en corteza. Los extractos
hexanicos de corteza fueron los que presentaron mayor actividad, mientras que
ninguno de los extractos acuosos tuvo actividad. Esto ha sido visto por otros

autores que han encontrado la mayor actividad antimicobacetriana en los
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extractos y fracciones hexanicas. Asi como reportan Jiménez-Arellanes y cols.
(2003), donde los extractos hexanicos de la planta mexicana Lantana hispida
mostraron la mayor actividad contra M. tuberculosis H37Rv. En otro estudio,
extractos crudos y fracciones hexanicas de la planta Morinda citrifolia,
mostraron 89% y 95% de inhibicion del crecimiento de M. tuberculosis
respectivamente. Las compuestos identificados en estas fracciones: diterpeno
E-phytol y triterpeno cycloartenol, registraron CMIs de 32 y 64 pg/ml
respectivamente. Ademas los esteroles -beta-sitosterol, estigmasterol vy
epidioxiesterol mostraron CMIs de 128, 32 y 2.5 pg/ml respectivamente.
Mientras que una mezcla de 2:1 de cetosteroides estigmasta-4-en-3-on y
estigmasta-4-22-dien-3-ona registraron CMis de 2.0 pg/ml. Esto sugiere la
prometedora actividad antimicobacteriana de las estructuras lipidicas presentes

en estas fracciones (Saludes, 2002).

La presencia de triterpenos en todos los extractos activos tanto los hexanicos
de corteza de las tres especies como los extractos metanolicos y etanolicos de
hojas de C. iflinoensis y J. moliis y metanélicos de hoja de J. regia, concuerda
con los hallazgos de otros autores. Cantrell, y col, (1999) encontraron
Triterpenos ~ antimicobacterianos en extracto crudo de Melfia voikensu
presentando una CMI de 100 pg/ml, componentes aislados de estos mismos
extractos dieron CMIs de 16, 4, y 16 yg/ml. Boonphong y col, (2001) aportaron
un nuevo triterpeno antimicabacteriano, el dihidroxihopano que junto con el ya
conocido dustatin tambien de estructura triterpénica, del Hongo Aschersonia

tubulata. dieron CMIs de 12.5 pg/ml. Cantrell y col, (1996) estudiaron los
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triterpenos cicloartanos de Borrichia frutescens., los cuales mostraron CMis de

< 10 pg/mil.

De las tres especies probadas en este trabajo, Carya illinoensis fue la mas
activa de todas, registrd una CMI de 31.25 ug/ml, a este extracto le sigue

Juglans mollis con una CM! de 50 yg/ml y Juglans regia con CMI de 100 ug/ml.

En todos los extractos de hoja {(etandlico, metandlico y hexanico de C.
iltinoensis y J. molfis, y metanélico de J. regia) que presentaron actividad se
identifico la presencia de esteroles. Nuestros resultados concuerdan con lo de
otros autores, ya que han sido reportadas actividad antimicrobiana de algunas
estructuras lipidicas. Los aislados cetosteroides de fracciones hexanicas de
Morinda citnfolia (noni), B-sitosterol, estigmasterol y el epidioxisterol registraron
CMis de 128, 32 y 25 pg/ml respectivamente, mientras que una mezcla de 2:1
de dos cetosteroides estigmasta mostré una CMI de 2.0 pg/ml (Saludes et al.,

2002).

Un aspecto importante es el hecho de que analizando los resultados obtenidos,
se puede observar que las CMls mas importantes corresponden principalmente
a los extractos hexanicos y nula actividad en los acuosos, esto podria ser
explicado por el hecho de que M. tuberculosis estd constituido por una pared
celular rica en estructuras lipidicas conocidas como acidos micolicos. Esta
pared celular compleja que rodea a la membrana celular es parecida a la pared

de las bacierias Gram positivas con la diferencia de poseer una capa de lipidos
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(esteres micolatos) los cuales estan estructurados para formar una barrera de
permeabilidad a las moléculas polares (Daffé, et.al, 1999). La pared celutar
debe ser penetrada como requisito para lograr que cualquier molécula dirigida a
lograr accién anti-micobacteriana logre llegar a los sitios vulnerables del bacilo.
El conocimiento de los mecanismos moleculares de los principios activos de
cualquier sustancia que haya probado accién anti-micobacteriana es clave para

el desarrollo de nuevos y mas efectivos farmacos anti-TB.

La presencia de otros grupos organicos como lactonas, sesquiterpenlactonas,
cumarinas, flavonoides, alcaloides, oxidrilos fendlicos, presentaron una gran
variabilidad entre los diferentes extractos, en comparacién a los triterpenos

detectados en los extractos de corteza de los tres nogales.

Sin embargo, nuestros resultados orientan hacia los triterpenos en cuanto al
grupo organico responsable de las actividades antimicobacterianas encontradas
en los extractos hexanicos de corteza de las tres especies, y esteroles en los
extractos alcoholicos de hojas, sin descartar la posibilidad de quinonas como

responsables de {a actividad de algunos de nuestros extractos activos.

Por otro lado es necesario realizar un fraccionamiento de los extractos que
presentaron actividad para identificar plenamente al o los compuestos
responsables de la actividad encontrada. De manera que aquellos no revelados
en este estudio, por encontrarse eén menor concentracion o enmascararse con

otros compuestos integrantes de los extractos, puedan ser dilucidados. Ya que
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por los resultados mostrados, la familia de nogales Juglandaceae posee

prometedores compuestos antimicobacterianos.

La importancia de este trabajo radica en que, de acuerdo a nuestros resultados,
la familia de nogales Juglandaceae tiene actividad anti-micobactenana, lo cual
nos motiva a seguir analizando otras partes de estas plantas’y otras especies
de esta misma familia, en relacion a la actividad anti-micobacteriana. Este
trabajo aporta la introduccion de tres plantas al campo de la investigacion
fitoquimica dirigida a encontrar nuevos productos naturales contra la
tuberculosis, validando el uso dado, a través de siglos, a los nogales en el

tratamiento de la tuberculosis.
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8. CONCLUSIONES

. Los extractos crudos de Juglans regia, Juglans mollis, y Carya illinoensis

tienen actividad anti-micobacteriana.

. Los extractos de nogal que presentaron la mayor actividad contra
M. tuberculosis fueron los hexanicos de corteza de C. illinoensis, J. mollis y
J. regia con CMIs de 32.25, 50.0 y 100.0 pg/mL respectivamente, y el

extracto etandlico de corteza de J. mollis con una CM| de 100 pg/mL.

. En los extractos con mayor actividad se encuentran compuestos no polares,

entre ellos triterpenos.

. Los resultados obtenidos apoyan el uso de los nogales en medicina

tradicional (herbolaria) en el tratamiento de la tuberculosis.

. Este trabajo aporta alternativas de nuevas fuentes de posibles productos

medicinales (extractos de nogales) con actividad biclégica anti-TB.

. Este trabajo Introduce tres especies de la familia Juglandaceae en la
investigacion biomédica, encaminada a la identificacion del o los
compuestos responsables de su actividad bioldgica en contra de M.

fuberculosis.
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9. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACION

Aislar e identificar los compuestos activos presentes en los extractos

crudos que presentaron una CM! hasta de 125 ug/ml.

Ensayar la actividad antimigobacteriana en cepas de M. tuberculosis

multidrogoresistente.

Evaluar la citotoxicidad de los extractos con actividad en células humanas

en cultivo.

Ensayar la actividad antimicrobiana en modelos de infeccién celuiar.

Ensayar la actividad antimicobacteriana en modelos in vivo.

Investigar otras partes de las plantas estudiadas.

Ensayar extractos de otras especies de la familia Juglandaceae.

Validar o descartar la accion de las guinonas, triterpenos y esteroles como

responsables de la accidn anti-micobacteriana observada en este estudio.
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