UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

Evaluacion de la Actividad Antimicobacteriana de Extractos
Organicos Crudos de Plantas de la Familia Agavaceae,
Cactaceae y Aceites Esenciales Mediante el Ensayo de

Oxido-Reduccién de Resazurina

TESIS PRACTICA PROFESIONAL

Que para obtener el titulo de:

QUIMICO BIOLOGO CLINICO

Presenta:

Martin Samuel Hernandez Zazueta

Hermosillo, Sonora Abril de 2016



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

[@0SIe)

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMA DE APROBACION

Los miembros del jurado calificador designado para revisar el trabajo de tesis de Martin Samuel
Hernandez Zazueta, lo han encontrado satisfactorio y recomiendan que sea aceptado como

requisito parcial para obtener el grado de Quimico Bidlogo Clinico.

M. en C. Enrique Wenceslao Coronado Aceves

Presidente

Dra. Adriana Garibay Escobar

Secretaria

Dr. Jesus Borboa Flores

Vocal

M. en C. Paola del Carmen Gastélum Avina

Suplente



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Universidad de Sonora por brindarme mis estudios.

A mi director de tesis, M. en C. Enrique Wenceslao Coronado Aceves por toda su paciencia,
gran apoyo Yy su amistad inigualable durante mi formacién académica.

A la Dra. Adriana Garibay Escobar, por abrirme las puertas del laboratorio de investigacion,
proporcionarme los medios y las herramientas necesarias para la realizacion de esta tesis.

Al Dr. Jesus Borboa Flores por su apoyo y colaboracién en el desarrollo del proyecto.

Al Ing. José Jesus Sanchez Escalante por su valiosa contribucién en la validacién taxonémica
de las plantas aqui estudiadas asi como por su constante apoyo en nuestros proyectos de
investigacion.

A cada uno mis maestros que con paciencia y entrega me impartieron sus conocimientos.

Al personal del Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Sonora por el gran apoyo
que mostraron hacia nosotros.

Al Cuerpo Académico de Biologia y Bioquimica de la Universidad de Sonora.

A todos los companeros de los laboratorios de la Universidad de Sonora por sus valiosas

aportaciones.



DEDICATORIAS

Primeramente a Dios, porque todo lo que tengo y lo que soy es por gracia, y a mi familia por

apoyarme y guiarme por el buen camino.



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS . ... . e e e aens
DEDICATORIAS .. ..o e e
CONTENIDO . .. ..o e e e aeens
RESUMEN . ... e e e
INTRODUGCCION. .......ooiiiiiiiiiiiiiiie e
ANTECEDENTES. ... e
TUDEICUIOSIS. .. .
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium smegmatis...........................
Tratamiento de la Tuberculosis. ...
Tuberculosis Resistente @ FArmacos. ...
Las Plantas Medicinales y sus Propiedades Biolégicas................cccvvvinnn.
Agavaceae: Uso Etnico y Propiedades Medicinales................cccoueeeevennn....
Cactaceas: Uso Etnico y Propiedades Medicinales...............ccouueeeeeeeunnn....
AcCEItES ESENCIAIES. ... e
JUSTIFICACION. ......ooiiiiiiiiiiiie e
OBJETIVO GENERAL. ... e
OBJETIVOS PARTICULARES . ...
MATERIALES Y METODOS ........oomiiiiiiii oo,
Obtencidn de las Muestras Vegetales...........c.ooiiiiiiiiiiiiie

Generacion de los Extractos Organicos Crudos de Plantas de las familias

Agavaceae y CactaCeae. ........coviiiiiiiii i

Cepas Micobacterianas. .........c.ooieiii i

Evaluacion de la Actividad Antimicobacteriana...........c.coovviiiiiiiiiiiiinnee,

Elaboracion de Stocks y Soluciones de Trabajo.............cccovvienene.
Preparacion de INOCUIOS.........oviiiii e
Ensayo de Azul Alamar en Microplaca (MABA) para Evaluar la
Actividad contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv.......................

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Determinacion de la concentracion minima bactericida

Ensayo Fluorométrico de Resazurina en Microplaca (fREMA) para

5

10
11
12
12
12
12
13
13
14
14
16
21
22
22
23
23

23

24

24

24

25

25

25

26



Evaluar la Actividad contra Mycobacterium
SIMEGMALIS. ...

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

RESULT AD DS ... o e e
Material vegetal......... .o
Obtencién de los Aceites Esenciales............cccooooiiiiiiiiiiiinnnn.
Recoleccién y Validacién Taxondémica de las Plantas......................
Obtencién de los Extractos Organicos..........ccovvviiiiiiiiiiiiiieene,
Evaluacién de los Extractos Organicos y de los Aceites
Esenciales. ... ..o
DISCUSION. ...,
CON CLUSIONES . .. ..o e e
RECOMENDACIONES. ... e
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........oiiiiiiii e
AN EX O S . . e



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Plantas de la familia Agavaceae utilizadas para el tratamiento de la
tuberculosis y sintomas relacionados. .......... ..o
Tabla 2. Cactaceas y sus usos medicinales por etnias sonorenses........................
Tabla 3. Uso tradicional de los aceites esenciales evaluados para su actividad
antimiCobaCIeriaNa. ... s

Tabla 4. Actividad antimicobacteriana de los aceites esenciales de plantas
MEAICINAIES. .. ... e e e
Tabla 5. Actividad antimicobacteriana de extractos organicos crudos de plantas de
la familia AQaVvaCEaE. .. ...t
Tabla 6. Actividad antimicobacteriana de extractos organicos crudos de plantas de
la familia Cactaceae. ........o.ouieiii

Tabla 7. Compuestos mayoritarios en aceites esenciales.................c.cocovvvvievieenenen.
Tabla 8. Actividad antimicobacteriana previamente reportada de aceites
S BNCIAIES. . .
Tabla 9. Compuestos de aceites esenciales con actividad antimicobacteriana

1Y 00} 1 €= T £

15
17

18

29

30

31
40

42



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructuras de la resazurina y resorufina................c.oooiiiiiiiiinnne. 34
Figura 2. Estructura quimica de jujubogenin 3-O-R-L-arabinofuranosil (1->2)-
[3-O-(trans)-p-coumaroil-a-D-glucopiranosil (12>3)]-R-L-
arabinopiranOSIdo. ... ..o 36
Figura 3. Estructuras quimicas del fitol, B-sitosterol, 2,4-di-tert-butilfenol y
Vitamina B 38

Figura 4. Estructuras quimicas del carvacrol, timol y p-cimeno..................... 39



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Mycobacterium tuberculosis H37TRV. ...
Anexo 2. Preparacion de medio Middlebrook 7H9 suplementado con acido oleico,

albumina, dextrosa y catalasa (OADC) al 10%.......cceeveiieeieieiieiiieiieee e



RESUMEN

La tuberculosis (TB) es producida principalmente por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y es la
segunda causa de mortalidad a nivel mundial producida por un agente infeccioso, después del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). La TB es un importante problema de salud
global que afecta a millones de personas cada ano. Segun la Organizacion Mundial de la Salud,
solamente en el 2014, hubo un estimado de 9.6 millones de nuevos casos de TB donde se
registraron aproximadamente 1.5 millones de muertes, de los cuales 0.4 millones fueron Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH)-positivas. La TB esta catalogada como una enfermedad
sistémica, cronica, que afecta principalmente al sistema respiratorio, adquiriéndose por via
aérea. Actualmente, se considera un severo problema de salud publica la presencia de cepas
farmacorresistentes. Los productos naturales tienen un gran potencial en el descubrimiento de
nuevos farmacos y su desarrollo, por lo que es de gran importancia utilizarlos en la busqueda
de compuestos antimicobacterianos y asi contribuir en el tratamiento de la TB. En el presente
trabajo se evalué la actividad antimicobacteriana de plantas de la familia Agavaceae
(=Asparagaceae), Cactaceae y aceites esenciales (AE) de plantas medicinales mediante el
método de Oxido-Reduccion de Resazurina contra Mtb H37Rv y Mycobacterium smegmatis
(Msm) mc? 155 ATCC 700084. Los AE mostraron una notable actividad antimicobacteriana:
Lippia graveolens Kunth y Lippia palmeri S. Watson presentaron actividad contra Mib
(Concentracion Minima Inhibitoria [MIC]= 125 pg/mL y Concentracion Minima Bactericida
[MBC]= 250 pg/mL) y Msm (MIC= 125 ug/mL), mientras que los AE de Eugenia caryophillata
Thumb., Thymus vulgaris L. y Origanum vulgare L. presentaron una MIC de <62.5 yg/mL sobre
Msm. Los extractos de agaves y cactaceas evaluadas no presentaron actividad

antimicobacteriana importante (MIC >250 pug/mL).
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es producida principalmente por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), y es la
segunda causa de mortalidad a nivel mundial producida por un agente infeccioso, después del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En el 2014, hubo un estimado de 9.6 millones
de nuevos casos de TB de los cuales 5.4 millones fueron hombres, 3.2 millones fueron mujeres
y un millén fueron nifios. También se registraron 1.5 millones de muertes por TB de los cuales
1.1 millones fueron Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)-negativas y 0.4 millones fueron
VIH-positivas donde aproximadamente 890,000 eran hombres, 480,000 eran mujeres y 140,000
eran nifios (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2015).

La TB es una enfermedad sistémica, cronica, que afecta principalmente al sistema
respiratorio y se adquiere principalmente por via aérea. Aunque es catalogada como una
enfermedad pulmonar (85% de los casos), también afecta a otros dérganos y tejidos, siendo
mortal si el paciente no recibe el tratamiento adecuado. Actualmente, se considera un severo
problema de salud publica la presencia de cepas farmacorresistentes (Muller y col., 2013).
Esfuerzos intensos aun son necesarios para hacer que la atencion de calidad esté al alcance de
todos, sin importar el género, la edad, el tipo de enfermedad, el entorno social y econémico
(OMS, 2014).

La OMS recomienda un tratamiento contra nuevos casos de TB, que consiste en un
régimen de 6 meses con farmacos de primera linea (como isoniazida [INH] y rifampicina [RIF]),
el cual tiene una tasa de éxito del 85% o mas, sin embargo, cepas drogorresistentes de Mtb
amenazan el control de la TB globalmente (OMS, 2014).

Las plantas medicinales ofrecen una gran alternativa para cumplir con estas
necesidades. En varios paises son utilizadas como extractos alcohdlicos y acuosos para curar
enfermedades (Bafiuelos, 1999; Yetman y Van Devender, 2002), pero solo algunas especies de
plantas han sido totalmente investigadas en sus propiedades medicinales (Heinrich y Gibbons,
2001). Definitivamente los productos naturales tienen un gran potencial en el descubrimiento de
nuevos farmacos y su desarrollo, por lo que es de gran importancia utilizarlos en la busqueda
de compuestos antimicobacterianos y asi contribuir en el tratamiento de la esta enfermedad

(Newman y Cragg, 2012).
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ANTECEDENTES

Tuberculosis

Mtb es también conocido con el nombre de bacilo de Koch y pertenece al complejo de Mib, los
cuales son los agentes etioldgicos de la TB en humanos. Se transmiten a través del aire cuando
personas enfermas de TB pulmonar expelen bacterias al toser, estornudar o escupir, y
posteriormente son inhaladas por una persona sana, no obstante solo del 5 al 15% de las
personas infectadas con el bacilo se enferman (OMS, 2014; OMS, 2015).En el resto de las
personas infectadas, su sistema inmunitario elimina o aisla los bacilos de Mtb, pudiendo estos

mantenerse en estado latente durante afios (Kaufmann, 2001).

Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium smegmatis

Mtb es un bacilo acido-alcohol resistente de lento crecimiento que posee una rica pared lipidica
compuesta de acidos grasos de cadena larga, glucolipidos y otros componentes, los cuales
contribuyen a la capacidad de Mtb de sobrevivir dentro de los fagocitos (Kaufmann, 2001). Otro
de los microorganismos biolégicos que ha sido utilizado en la busqueda de compuestos
antimicobacterianos es Mycobacterium smegmatis (Msm), la cual es una de las 120 especies de
micobacterias no tuberculosas (NTM) existentes, donde alrededor del 90% de las infecciones
causadas por ellas involucran al sistema pulmonar (Piersimoni y Scarparo, 2009).
Particularmente, Msm ha sido asociada a infeccién pleuropulmonar (Vonmoos y col., 1986), asi
como a neumonia (Schreiber y col., 2001; Driks y col., 2011). También Msm es agente causal
de bacteremia por catéter, endocarditis, artritis, osteomielitis, linfadenitis, infecciones de piel y

tejidos blandos e infeccidon diseminada (Skiest y Levi, 1998; Ergan y col., 2004).

Tratamiento de la Tuberculosis

El tratamiento de la TB consiste en una asociacion de cinco farmacos de primera linea, los
cuales se conocen sus mecanismos de accion, donde se asegura en algunos casos no
complicados, una tasa de curacion superior al 95%, siempre que se complete. El esquema
terapéutico recomendado por la OMS (TAES [tratamiento acortado estrictamente supervisado])

incluye a la INH (inhibe la sintesis de pared celular), a la RIF (inhibe la sintesis del acido
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ribonucleico [ARN]), el etambutol (ETB) (inhibe la biosintesis de la pared micobacteriana), y la
pirazinamida (PZA) (efecto esterilizante sobre los bacilos tuberculosos latentes) los primeros
dos meses, e INH y RIF hasta completar los seis meses de tratamiento. En nifios, se sustituye
el ETB por estreptomicina (STR) (bloqueando la traduccion del ARN mensajero), ya que no es

posible monitorizar la agudeza visual (Coll P., 2002).

Tuberculosis Resistente a Farmacos

La TB multidrogorresistente (TB-MDR) se manifiesta cuando las bacterias causantes de la TB
son resistentes a la INH y a la RIF (farmacos de primera linea), los dos medicamentos
antituberculosos mas potentes. La TB de resistencia extendida (TB-XDR) presenta resistencia a
dichos medicamentos, a todos los tipos de fluoroquinolonas y a por lo menos uno de los tres
medicamentos inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina y amikacina). Por ello,
la resistencia a los medicamentos antituberculosos constituye un problema de salud publica de
primera magnitud, que amenaza el éxito de la estrategia establecida por la OMS para detectar y

curar la TB poniendo en peligro la lucha contra la enfermedad a escala mundial.

Las Plantas Medicinales y sus Propiedades Biologicas

Los productos naturales son una interesante propuesta en la busqueda de nuevos agentes
antituberculosos (Copp, 2003). Se conocen en el mundo 260 mil especies vegetales, de las
cuales solo el 10% se encuentran documentadas en tratados médicos de fitoterapia por sus
usos medicinales (Ozuna y col., 2005). En México, alrededor de 4,000 especies de plantas con
flores (aproximadamente 15% de la flora total) tienen atributos medicinales, es decir que mas o
menos una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima
que la validacion quimica, farmacolégica y biomédica de los principios activos que contienen se
ha llevado a cabo sélo en 5% de estas especies. Los antiguos pobladores de nuestro territorio
desarrollaron una de las herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y
étnica que alcanzaron; asi pues, desde tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han
usado plantas con fines medicinales (Ocegueda y col., 2005).

Solamente en el Estado de Sonora, se han caracterizado mas de 3000 especies de
plantas ampliamente conocidas y utilizadas por los grupos étnicos locales: Yaquis, Mayos,
Seris, Guarijios, Pimas, Kikapues, y Papagos. Dichos grupos utilizan las hierbas medicinales en

su medicina tradicional por razones culturales, asi como por la falta de acceso a servicios
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médicos y/o su expectativa de resolver patologias consideradas incurables o inoperables por la
medicina (Robles-Zepeda y col., 2013).

Las plantas asi como los organismos autétrofos, ademas del metabolismo primario
poseen un metabolismo secundario mediante el cual producen compuestos quimicos de distinta
naturaleza conocidos como metabolitos secundarios. Esta serie de compuestos son producidos
a partir de la fotosintesis y son caracteristicos entre especies o grupos de especies
relacionadas entre si (Taiz y Zeiger, 2006). Poseen una gran variedad de propiedades
biolégicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,

insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes etc. (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Agavaceae: Uso Etnico y Propiedades Medicinales

Agave sisalana comunmente conocida como sisal o0 henequén, es una planta perteneciente a
las familia Agavaceae (=Asparagaceae), es originaria de Yucatan, México, donde es utilizada
para fines comerciales, en los que se usa principalmente la fibra de las hojas, que se procesan
especialmente para fabricar cuerdas, cordeles, sacos, telas y tapetes.

Esta es una especie monocarpica con tallos de 40 a 100 cm, posee rosetas de 1.5a2 m
de diametro, con vastagos y flores amarillo-verdosas de 4 a 6.5 cm, sus hojas son de 60 a 150
cm, y su jugo se utiliza en la medicina popular como un remedio para la TB pulmonar, lavado de
enfermedades de la piel, sifilis y enfermedades hepaticas (El-Hilaly y col., 2003; Naturalista,
2016). Particularmente, el ‘Compendio Fitoquimico de la Medicina Tradicional Herbolaria del
Estado de Sonora’ describe el uso étnico de las plantas de la familia Agavaceae con potencial
uso medicinal ante las enfermedades respiratorias, en especifico contra la TB (Johnson y col.,
1996) (Tabla 1).

Cactaceas: Uso Etnico y Propiedades Medicinales

La familia Cactaceae consta de 2000 especies vegetales. Las zonas desérticas y
semidesérticas representadas por los desiertos de Sonora y Chihuahua, las Selvas Bajas
Caducifolias y la zona de depresion del Balsas, contienen gran diversidad de cactaceas
(Jiménez-Sierra, 2011).

Algunas especies de esta familia son utilizadas en el tratamiento de la TB, entre ellas

Lophocereus schotti (Engelm) Britton & Rose, el cual es un cactus endémico de México
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Tabla 1. Plantas de la familia Agavaceae utilizadas para el tratamiento de la tuberculosis y

sintomas relacionados

Nombre Nombre Parte

cientifico . utilizada de la Uso tradicional Etnia Referencia
- comun
(familia) planta
Agave angustifolia Hoias Tos, reumas, Bafiuelos
Haw. Marginata ) picadura de alacran Mayo . Y
Vino . Salido, 2012
(Agavaceae) y viuda negra

Tuberculosis,

Agave schotti ,
ulceras, llagas,

Engelm. Maguey amole | Savia, goma, o . Lépez e Hinojosa,
(Agavaceae) raiz, hojas estrenimiento, Seri 1988
’ hidropesia, dolor de
muela, sifilis
. Mezcal del
Agaéir?tlzreve/ monte, kuwo Hoias Dolor de pecho, Johnson v col
y (m), kok mag J estrefiimiento, y Guarijio y col.,
(Agavaceae) (pencas) 1996
may (p) dolor de corazon
totosali (g)

(m): nombre en lengua Mayo; (p): nombre en lengua Papago; (g): nombre en lengua Guarijio.
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conocido como carddn, muso, sina, sinita, y garambullo, que es empleado en el tratamiento de
cancer, diabetes, Ulceras, llagas y desordenes estomacales (Orozco-Barocio y col., 2013).
En la Tabla 2 se muestra algunas cactaceas, la parte utilizada, su uso tradicional y las

etnias sonorenses que las utilizan.

Aceites Esenciales

Los aceites esenciales (AE) son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que son importantes en la industria cosmética, de alimentos y farmacéutica (Martinez-
Tomé y col., 2001).

En un estudio, AE de diferentes plantas fueron evaluados contra varios microorganismos
como Bacillus subtilis, Msm, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, y Salmonella typhi donde el AE de Piper oradendron Trel. & Standl. tuvo
actividad intermedia sobre Msm presentando un halo de inhibicién de 8 mm (Cruz y col., 2006).

Otro estudio evalué la actividad antioxidante y antimicobacteriana del AE del arbusto
Croton cajucara (Benth.) conocido como “sacaca” en la regién del Amazonas, donde se obtuvo
una concentracion inhibitoria minima (MIC) de 4.88 x 10 ug/mL contra Mtb y contra Msm una
MIC de 39.06 pg/mL, la cual fue atribuida al compuesto mayoritario 7-hydroxycalameneno
(Azevedo y col., 2013).

En la tabla 3 se muestran los usos tradicionales de los AE que se estudiaron en la
presente investigacion. Los materiales vegetales que los originaron pertenecen a los géneros de
Citrus, Pinus, Eucalyptus, Lippia, entre otros. Especies del género Pinus son utilizadas para
tratar enfermedades del pecho, fiebres, reumas, llagas y heridas (Lépez e Hinojosa, 1988).

En un estudio un grupo de investigadores evalud el extracto hexanico de Citrus
aurantifolia  Christm. demostrando actividad antimicobacteriana, destacando los compuestos
5,8-dimetoxipsoraleno y el acido palmitico que mostraron una MIC de 25-50 pg/mL (Sandoval-
Montemayor y col., 2012).

Otro estudio reportd la actividad antimicobacteriana de Eucalyptus torelliana F. Muell. y
Eucalyptus camaldulensis Dehnh., donde a los compuestos del extracto metandlico les
adjudicaron la capacidad de permear la pared cerosa de la micobacteria e interactuar

con los componentes de la célula inhibiendo su crecimiento y multiplicacién, respaldando el uso
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Tabla 2. Cactaceas y sus usos medicinales por etnias sonorenses

Nombre -
cientifico Nomkgre Pgrt(le utllllzada Uso tradicional Etnia Referencia
(familia) comun e la planta
Ca?rneg/ea Sahuaro, Llaga§, picadura de . Johnson y col.,
gigantea . Tall animales (m), Seri 1996- Fel
Britton and Rose mojepe (s), alo reuma, dolores del Mayo  regery
(Cactaceae) Sahu’o (m) Cu,erpo (s) Moser, 1973
Pitahava Diabetes, picadura
Stenocereus itah ya, de animales, llagas Seri Joh |
thurberi pita aya y heridas (m) er onnson y cot.,
Buxb dulce, akim Corteza icadura de vibéra Mayo 1996; Felgery
: (m), un aaki P Yaqui Moser, 1973
(Cactaceae) . (y), dolor muscular,
(y), hool (s) reumatismo (s)
Tuberculosis,

Lophocereus Cardon, muso, cancer (y, m), Johnson y col.,
schotii (Engelm) sina (m), Tallo (y, m) diabetes (y, m), Mayo 1996; Orozco-
Britton and Rose | sinita, musaro Y, llagas (y, m), Yaqui Barocio y col.,

(Cactaceae) (y) Ulceras, desérdenes 2013

estomacales

(m): nombre en lengua Mayo; (s): nombre en lengua Seri; (y): nombre en lengua Yaqui.
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Tabla 3. Uso tradicional de los aceites esenciales evaluados para su actividad

antimicobacteriana

Nombre cientifico Nombre Parte
. . utilizada de la Uso tradicional Etnia Referencia
(familia) comun
planta
Antimicrobiano
pulmonar,
inmunoestimulante,
. antiinflamatorio
Thymus vulgaris . ’
L. Tomillo Aceite drenador renal y ND Gasca, 2001
. esencial hepatovesicular,
(Lamiaceae) o
cicatrizante,
antitusigeno,
estimulante del sistema
nervioso central (SNC)
Lavandula officinalis Extracto Anticonvulsivo, Alnamer v col
Chaix Lavanda acuoso 'y sedativo, hipnatico, ND y col.
- o . . 2011
(Lamiaceae) metandlico antidepresivo
Citrus aurantium
L. Naranja Flor Antidepresivo Mayo Bariuelos, 1999
(Rutaceae)
Salvia officinalis Antiespasmadico,
L. Salvia Hojas antiinflamatorio, ND BHMA, 1996
(Lamiaceae) astringente
, Antibacteriano,
Origanum vulgare antioxidante
L. Orégano Hojas . o~ ND Chavez y col., 2012
h antiespasmadico,
(Lamiaceae) P
antiséptico
Melaleuca viridiflora Antibacteriano,
Sol. ex Gaertn. Niaouli Hojas insecticida, antifungico, ND Fuselli y col., 2010
(Myrtaceae) nematicida
Syzygium
aromaticum (L.)
o
Clavo ND - . ND 2005
caryophyllata antiinflamatorio,
Thunb.) antiséptico
(Myrtaceae)
Antiinflamatorio,
Pinus pinaster enfermedades Iravani v Zolfaghari
Aiton Trementina ND cardiovasculares, ND y 9 ’
i ; 2011.
(Pinaceae) incremento de la
permeabilidad vascular
Eucalyptus
glg{)_ulezus Eucalipto Hojas Bronquitis Mayo Bafiuelos, 1999
(Myrtaceae)
Rosmarinus Estimula el SNC, y Ozcan y Chalchat,
officinalis . circulatorio,
Romero Hojas . - ND 2008
L. antiespasmaodico,
(Lamiaceae) diurético
Melaleuca Tos, resfriado,
alternifolia < . . antibacteriano, Vila y Cafigueral,
Cheel Arbol de té Hojas antifangico, ND 2006
(Myrtaceae) antiinflamatorio
Lippia graveolens Mariola, bura ND Tos, gripe, Mavo Yetman y Van
Kunth mariola (m), enfermedades Y Devender, 2002
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(Verbenaceae) orégano de respiratorias
burro
Chenopodium
ambrosioides Mavo
L. Epazote ND Antihelmintico Y yo Barfiuelos, 1999
aqui
(Amaranthaceae)
Schinus molle Pirul Tuberculosis, Lopez e Hinoiosa
L. Lo Hojas y frutos blenorragia, gonorrea, Mayo P J0sa,
. pimiento oS 1998
(Anacardiaceae) estrefimiento
Azadirachta indica
A. Juss. Neem Hojas Antihelmintico ND Dublin y col., 2012
(Lamiaceae)
Obesidad, i .
" i bi Seri Lépez e Hinojosa,
. . Batamote anticonceptivo, rabia, eri 1998
Baccharis salicina L o heridas, calentura, Mayo ~
jarilla, hierba . . A B Bafiuelos, 1999
Torr. & A. Gray Hojas hemorragia después Opata
del pasmo, . Johnson y col.,
(Asteraceae) del parto, dolor de Yaqui
bachomo . . 1996
estémago, caida del
cabello
Orégano (m, Banuelos, 1999;
Lippia palmeri g) L:ss’c,)?dsggsy G'\S:?ﬁz’s Felger y Moser,
S. Watson Xomcahiift Hojas 108, 1973; Johnson y
menstruales Yaquis, s
(Verbenaceae) (s) Seri col., 1996; Lopez e
eris > T
Hinojosa, 1988.
Tabaco de
. coyote Johnson y col.,
N/cog?gsa% auca Don Juan Mavos 1996; Lépez e
Loco (sp) Hojas Tos, asma, reumas yos, Hinojosa, 1988;
(Solanaceae) . Yaquis
Cornetén Yetman y Van
(sp) Devender, 2002.

(m): nombre en lengua Mayo; ND: No disponible
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local asociado al tratamiento de infecciones por micobacterias no tuberculosas (NTM) (Lawal y
col., 2011).

En el género Lippia se encontraron principalmente compuestos de tipo: terpenos
(sesquiterpenos, di- y triterpenos), flavonoides, fenoles, iridoides glicésidos, fenilpropanoides y
naftoquinonas (Ombito y col., 2014). Generalmente, los AE o los compuestos fendlicos

(flavonoides) son los principios activos (Pascual y col., 2001).
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JUSTIFICACION

El creciente problema de la TB farmacorresistente requiere de investigaciones que aporten
plantas candidatas para el aislamiento y caracterizacion quimica de compuestos
antimicobacterianos. Estudios previos de plantas medicinales sonorenses demuestran su gran
potencial para ser utilizadas en el descubrimiento de nuevos farmacos antimicobacterianos por
lo que es de gran importancia extender estas investigaciones a otras familias de plantas
(Agavaceae y Cactaceae), elaborar extractos organicos crudos y evaluar su actividad.
Asimismo, debido a la actividad antimicrobiana natural de los aceites esenciales de plantas es

necesario evaluar dicha actividad biologica.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicobacteriana de plantas de la familia Agavaceae, Cactaceae y aceites

esenciales contra Mtb mediante el MABA, y Msm mediante el fREMA.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Recolectar plantas de las familias Agavaceae y Cactaceae.

e Validar taxondmicamente las especies recolectadas en el Herbario de la Universidad de
Sonora.

e Generar los extractos organicos crudos de las plantas con hexano, diclorometano,
acetato de etilo, y metanol.

o Obtener aceites esenciales de plantas medicinales.

e Evaluar la actividad de los extractos organicos crudos y aceites esenciales contra Mtb
mediante el MABA.

e Evaluar la actividad de los extractos organicos crudos y aceites esenciales de los

extractos organicos crudos contra Msm mediante fREMA.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las Muestras Vegetales

Se realizo la recoleccion de las plantas en el estado de Sonora, México: L. schottii y
Stenocereus thurberi Buxb. (Playa La Manga, San Carlos, Guaymas, Sonora; 27.994912° N -
111.131545° O; Septiembre de 2014); Carnegiea gigantea (Hermosillo, Sonora; 29.207277° N, -
110.997743° O; Agosto de 2014); Agave desmettiana Jacobi; Agave americana L., Agave
angustifolia Haw., Agave colorata Gentry y Hesperaloe parviflora Torr. (cultivadas en la
Universidad de Sonora Unidad Centro; Hermosillo, Sonora; 29.082012° N, -10.961681° O; 22
de Febrero de 2015).

Los AE fueron provistos por el Dr. Jesus Borboa Flores responsable del Laboratorio de
Entomologia e investigador del DIPA de la Universidad de Sonora. 11 aceites fueron de origen
comercial, y 8 se obtuvieron mediante destilacién por arrastre con vapor de los cuales Baccharis
salicina (Batamote) se recolecto en las coordenadas 29° 42' 0" N, 110° 09' 12" O, Lippia palmeri
(Orégano) en 29° 02' 52" N, 110° 50' 16" O, E. camaldulensis (Eucalipto) en 29° 00' 44" N, 111°
08' 02" O, Azadirachta indica (Neem) 29° 04' 52.7" N, 110° 57' 45.8" O; y Nicotiana glauca
(Tabaco) 27° 02' 36" N, 109° 00' 03" O (lturriade, 2012).

Generacion de los Extractos Organicos Crudos de Plantas de las Familias Agavaceae y

Cactaceae

Se obtuvieron los extractos por maceracidn de cada una de las plantas recolectadas. Se
cortaron 20 g de material vegetal y se molieron en un mortero de porcelana con mano en 200
mL de n-hexano, diclorometano, acetato de etilo y metanol (proporciéon 1:10 peso/volumen). Se
extrajeron durante 7 dias mediante agitacion manual ocasional a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). Se filtraron las partes sélidas con algodoén y papel filtro. Los extractos
se concentraron mediante evaporacion rotatoria a presion reducida a 45°C (Buchi; controlador
de vacio V-850; rotavapor R-210; bomba de vacio V-700; bafio térmico B-491; recirculador F-
100).
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Cepas Micobacterianas

Se utilizé la cepa de Mtb H37Rv como referencia (Anexo 1), la cual es sensible a farmacos de
primera linea (estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol, y pirazinamida), fue provista
por el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos (InDRE) de México a través del
Laboratorio Estatal de Salud Publica del Estado de Sonora, México (LESP-SON). La cepa de
Msm mc? 155 que se utilizd proviene de la American Type Culture Collection (ATCC) No.
700084.

Evaluacion de la Actividad Antimicobacteriana

La evaluacion de la actividad de los extractos organicos y de los AE contra Mtb H37Rv de las
muestras se realizo en el laboratorio de aislamiento de gérmenes de alta peligrosidad (AGAP)
del LESP-SON en la ciudad de Hermosillo, Sonora, y la actividad contra Msm se llevd a cabo en
el Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales del Departamento de Ciencias Quimico
Biolégicas de la Universidad de Sonora (Unidad Centro).

Ademas de las cactaceas y agaves previamente mencionados, se evaluaron los AE de
Thymus vulgaris, Lavandula officinalis, Citrus aurantium, Salvia officinalis, Origanum vulgare,
Melaleuca viridiflora, Eugenia caryophyllata, Pinus pinaster, Eucalyptus globulus, Rosmarinus
officinalis, Melaleuca alternifolia, Lippia graveolens, L. palmeri, Chenopodium ambrosioides,

Schinus molle, Eucalyptus sp., A. indica, B. salicinay N. glauca.

Elaboracion de Stocks y Soluciones de Trabajo

Se prepararon soluciones stock de 20 mg/mL en dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich) a
partir de los extractos crudos obtenidos con diclorometano, acetato de etilo y metanol; y de 5
mg/mL de los extractos crudos obtenidos con n-hexano. Se dejaron los extractos en DMSO
durante al menos 1 h con el objetivo de favorecer la solubilidad de la muestra, y con ello
asegurar su esterilidad por efecto del disolvente (Molina-Salinas y col., 2006). Posteriormente
se realiz6 una dilucién 1:5 de los stock en medio de cultivo Middlebrook 7H9 no suplementado,
para obtener las soluciones de trabajo de 4000 ug/mL y 1000 ug/mL respectivamente.

Todas las soluciones de trabajo se conservaron en refrigeracién a 4°C hasta el momento

de su evaluacion.
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Preparacién de Inéculos

Tanto Mtb H37Rv y Msm fueron cultivadas en medio Lowenstein-Jensen a 37°C hasta alcanzar
la fase logaritmica de crecimiento, 12-14 y 3-4 dias respectivamente (Boligon y col., 2012;
Robles-Zepeda y col.,, 2013). De manera individual, con un asa desechable estéril, se
colectaron las colonias asépticamente, se dispusieron en un vial con 5 perlas de vidrio (~3 mm
de diametro) y 8 mL de solucion salina (0.85% NaCl); se agité en un vortex Genie Il durante 10
y 0.5 min (Mtb H37Rv y Msm respectivamente), se dejaron reposar las suspensiones
bacterianas 15 min a temperatura ambiente, los sobrenadantes se ajustaron a una turbidez
igual al estandar de McFarland 1 utilizando un turbidimetro Orion Aquafast AQ 4500 (Thermo
Scientific) y se obtuvo una concentracidon bacteriana aproximada a 3.0 x 10® unidades
formadoras de colonias (UFC)/mL. Posteriormente se preparé el indculo bacteriano de Mib
H37Rv y de Msm, se realiz6 una dilucion 1:25 y 1:50, respectivamente, en Middlebrook 7H9
suplementado con 0.4% (v/v) glicerol y 10% (v/v) OADC (&cido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa; Becton Dickinson) (MDB 7H9) (Anexo 2) (Robles-Zepeda y col., 2013, Jiménez-
Arellanes y col., 2013). Los indculos bacterianos se prepararon previamente a su utilizacién en

el experimento.

Ensayo de Azul Alamar en Microplaca (MABA) para Evaluar la Actividad contra

Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)

Para la determinacion de la MIC de cada uno de los extractos, se trabajé con el método de
MABA desarrollado por Franzblau y colaboradores en 1998; para ello se utilizaron placas de 96
pozos de poliestireno con fondo plano, con tapa de baja evaporacion. Inicialmente, 200 yL de
agua destilada estéril fue colocada en los pozos perimetrales, y 100 uL de caldo Middlebrook
7H9 suplementado con OADC (10%) se colocaron en los pozos restantes.

En una primera etapa, se evaluaron todos los extractos a su maxima concentracion final
en placa (n-hexano: 250 pg/mL; diclorometano, acetato de etilo, y metanol: 1000 pg/mL). Para
ello, se colocaron 100 yL de las soluciones de trabajo de todos los extractos, se realizdé una
dilucion 1:2 descartando los 100 pL sobrantes, y se agregaron 100 uL del inéculo bacteriano.

Como controles negativos se utilizaron 200 yL de medio solo, y 200 yL de la maxima
concentracion evaluada de los extractos (sin bacteria). Se utilizé un control de crecimiento de

micobacteria. Como antibiético control se utilizé rifampicina (Sigma Aldrich) a las
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concentraciones de 15-9.15x10™ ug/mL. La maxima concentracion final de DMSO en placa fue
de 5%, la cual no resultod inhibitoria sobre el indculo bacteriano (control interno).

Las placas se sellaron con parafilm e incubaron a 37°C dentro de una bolsa cerrada de
plastico ziploc® CO,-permeable. Después de 5 dias de incubacion, se agregaron a cada pozo
50 yL de una mezcla fresca de Azul Alamar (Invitrogen; AbD Serotec) y Tween 80 al 10%
reducido en peroxidos (Sigma Aldrich) en una proporcidén 1:1. La microplaca se resellé con
parafilm y se volvié a incubar durante 48 h, después de las cuales se interpretaron los virajes de
colores. En esta etapa, se consideraron inhibitorios aquellos extractos que no produjeron un
viraje de color (de azul a rosa), es decir, que no redujeron el reactivo (de azul a rosa) (Collins y
Franzblau, 1997).

Las muestras inhibitorias se reevaluaron a distintas concentraciones (125-1000 ug/mL
los AE vy los extractos obtenidos con diclorometano, acetato de etilo y metanol; 31.25-250 ug/mL
los extractos hexanicos), para ello se colocaron 100 uL de la solucién de trabajo de cada
extracto, a partir de la cual se realizaron diluciones seriadas 1:2 a los siguientes 3 pozos, y se
descartaron los 100 pL de la ultima dilucién. Se agregaron 100 yL de inéculo bacteriano, se
sellé la placa con parafilm y se incubd a 37 °C durante 5 dias, después de los cuales se agrego
la mezcla de Azul Alamar y Tween a los controles y se reincubé la placa durante 24 h. Si los
pozos control negativos permanecieron azul y los pozos control positivos viraron a rosa, la
mezcla de reactivos se agregé al resto de la microplaca, se reincubd durante 48 h adicionales, y
los colores se interpretaron. Finalmente, la MIC se definié como la minima concentracion de
extracto crudo o AE a la que no ocurrié un cambio de color de azul a rosa. Los experimentos

fueron realizados por triplicado interensayo.

Determinacion de la concentracién minima bactericida (MBC)
A todos los extractos que presentaron actividad inhibitoria en el MABA, se determind su
actividad micobactericida (Molina-Salinas y col., 2006). Brevemente, 5 yL de las suspensiones
micobacterianas (con exposicién de 7 dias a los extractos crudos de plantas o AE) y de los
controles duplicados no revelados se transfirieron a una nueva microplaca conteniendo 195 yL
de medio fresco por pozo. Las microplacas se reincubaron y se revelaron de la misma manera
que en MABA. La MBC correspondié a la minima concentracién de extracto que no produjo

cambio de color en los cultivos reincubados.
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Ensayo Fluorométrico de Resazurina en Microplaca (fREMA) para Evaluar la Actividad

contra Mycobacterium smegmatis

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (MIC)
El ensayo se realiz6 de manera similar al MABA, las principales diferencias consistieron en los
intervalos de concentraciones evaluados para los AE (62.5-1000 pg/mL), los tiempos de
incubacién y el revelado. Una vez que se montd el experimento igual al MABA (agregando en
este caso el in6culo de Msm y un control de dilucion 1:100 del inéculo bacteriano en
concentraciones de DMSO de 0.312%-5%), se incubd la placa durante 48 h y se agregaron 30
ML de resazurina (Sigma Aldrich) al 0.01% (peso/volumen) a todos los pozos (Palomino y col.,
2002). Posteriormente se realizé una medicion fluorométrica mediante el equipo Fluoroskan
Ascent (Thermo Scientific, Finland), en modalidad de lectura por la parte superior de la placa, a
una longitud de onda de excitacién de 485 nm y a una longitud de onda de emisién de 538 nm.
Se registraron las unidades relativas de fluorescencia (RFU).

Se utilizé gentamicina (Sigma Aldrich) como antibiético control a las concentraciones de
0.125-16 pg/mL.

Pozos con extracto o AE, DMSO y medio de cultivo fueron utilizados para determinar la
autofluorescencia de los compuestos, y se utilizaron como controles de substraccion de fondo.

La MIC correspondié a la menor concentracidén de extracto crudo, AE o antibiético que
presentd menor intensidad de fluorescencia que la generada por el respectivo control del 1% de

crecimiento (MICgy).
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RESULTADOS

Material vegetal

Obtencion de los Aceites Esenciales

El origen de los AE (obtenidos por hidrodestilacion y comerciales) es descrito en la Tabla 4.

Recoleccidén y Validacion Taxonémica de las Plantas

Se depositd un ejemplar de cada planta en el Herbario de la Universidad de Sonora, se
validaron taxondmicamente por el Ing. Jesus Sanchez Escalante, y se les asignaron los

numeros de folio presentados en las Tabla 5 y 6.

Obtencion de los Extractos Organicos

Se obtuvieron los extractos organicos de cada planta con los solventes metanol, diclorometano,
acetato de etilo y hexano. Los rendimientos de dichos extractos se encuentran descritos en las
Tablas 5y 6.

Los extractos obtenidos con metanol presentaron mayores rendimientos en comparacion

con los obtenidos con hexano, acetato de etilo y diclorometano.

Evaluacion de los Extractos Organicos y de los Aceites Esenciales

Posteriormente, en el laboratorio de aislamiento de gérmenes de alta peligrosidad del LESP-
SON se evalué la actividad antimicobacteriana contra la cepa de Mtb H37Rv mediante el MABA,
después se realiz6 la evaluacion contra Msm ATCC 700084 en el Laboratorio de Investigacion
en Productos naturales del Departamento de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad de
Sonora (Unidad Centro), obteniendo los resultados descritos en las Tablas 4, 5 y 6, donde el
AE de L. graveolens Kunth. y L. palmeri S. Watson destacaron por su actividad (MIC= <125
pg/mL MBC= 250 ug/mL) contra Mtb, en contraste, los AE de Lavandula officinalis, Citrus

aurantium, R. officinalis, entre otros, no presentaron alguna actividad antimicobacteriana.
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Tabla 4. Actividad antimicobacteriana de los aceites esenciales de plantas medicinales

Mycobacterium Mycobacterium
Aceite esencial . smegmatis ATCC
tuberculosis H37Rv
700084
Origen Nombre Nombre MIC MBC MICy9
9 comuin (ugimL) | (pg/mL) (ug/mL)
Thymus vulgaris Tomillo 1000 1000 <62.5
Lavandula
officinalis Lavanda NI ND NI
Citrus aurantium Azahar NI ND NI
Salvia officinalis Salvia NI ND <1000
Origanum vulgare Orégano 500 500 <62.5
Melaleuca Niaouli 1000 1000 <1000
viridiflora
Comercial Eugenia
caryophyllata Clavo 500 500 <62.5
Pinus pinaster Trementina 1000 1000 <1000
Eucalyptus Eucalipto NI ND <1000
globulus
Rosmarinus
officinalis Romero NI ND NI
Melaleuca Arbol del té 500 1000 NI
alternifolia
Lippia graveolens Orégano <125 250 125
Lippia palmeri Orégano <125 250 125
Chenopodium
ambrosioides Epazote 500 1000 1000
Schinus molle Pirul NI ND 1000
DIPA-USON Eucalyptus sp. Eucalipto NI ND 1000
Azadirachta Neem NI ND 1000
indica
Baccharis
salicifolia Batamote 1000 1000 125
Nicotiana glauca Tabaco - - 1000
SIGMA Rifampicina 0.117 0.234 -
SIGMA Gentamicina - - <0.125

MIC: concentracion minima inhibitoria; MBC: concentracidon minima bactericida; -: No determinada; MICge:
concentracion inhibitoria minima del 99% del inéculo bacteriano ND: No determinada debido a que no se presentd
actividad inhibitoria; DIPA-USON: Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Universidad de

Sonora.
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Tabla 5. Actividad antimicobacteriana de extractos organicos crudos de plantas de la familia

Agavaceae
Actividad antimicobacteriana
« Msm ATCC
imi Mtb H37Rv
Nombre Folio | Pare | sovente Rendlomlento 700084
utilizada (%)

MIC MBC MICgo

Agave A 0.79% 1000 1000 NI
desmettiana | 22167 Hoja

Jacobi M 7.79% NI NB <1000
Agave D 0.19% NI NB NI
americana | 22166 Hoja A 0.36% NI NB ND
L. M 5.19% NI NB NI
Hoia A 0.52% 1000 NB ND

Agave ) M 7.59% NI NB ND
angustifolia | 22165 D 0.37% NI NB NI
Haw. Flor A 1.17% 1000 NB NI

M 12.22% NI NB <1000

Agave H 0.25% NI NB ND
colorata 22169 Hoja A 0.28% NI NB NI

Gentry M 3.62% NI NB <1000
Hesperaloe D ' 1000 NB NI

parviflora 22170 Hoja A - NI NB <1000
Torr. M 10.06% NI NB NI
Rifampicina 0.117 0.234 -

Gentamicina’ - - <0.125

: antibiético control; MIC: concentracion minima inhibitoria; MBC: concentracion minima bactericida; -: No

determinada; MICge: concentracion inhibitoria minima del 99% del indculo bacteriano; ND: No determinada debido a
que no se presentd actividad inhibitoria; NI: No inhibitoria a 1000 pg/mL; NB: No bactericida a la méaxima
concentracion evaluada; H: Extracto hexanico (250 ug/mL); D: extracto de diclorometano, A: acetato de etilo, y M:
metanol (1000 pg/mL).
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Tabla 6. Actividad antimicobacteriana de extractos organicos crudos de plantas de la familia

Cactaceae
Actividad antimicobacteriana
P Rendimi Mtb H37Rv Msm
Nombre Folio Parte | golvente | Rendimiento ATCC700084
utilizada (%)
MIC MBC MICgo
H 0.11% 1000 1000 ND
Lophocereus . D ND NI NB ND
schottii 22168 Hoja A 1.60% NI NB <1000
M 3.61% NI NB <1000
H 1.14% NI NB NI
Stenocereus RHNM- Hoia D 2.81% NI NB ND
thurberi MSH-2 ! A 3.08% NI NB ND
M 9.35% NI NB ND
H ND NI NB ND
Carnegiea ) D ND NI NB <1000
gigantea 22168 Hoja A ND NI NB NI
M ND NI NB <1000
Rifampicina’_ 0.117 0.234 ]
Gentamicina - - <0.125
. antibiético control; MIC: concentracion minima inhibitoria; MBC: concentracion minima bactericida; -: No

determinada; MICge: concentracion inhibitoria minima del 99% del indculo bacteriano; ND: No determinada debido a
que no se presentd actividad inhibitoria. NI: No inhibitoria a 1000 pg/mL; NB: No bactericida a 1000 pg/mL. H:
Extracto hexanico (250 ug/mL); D: extracto de diclorometano, A: acetato de etilo, y M: metanol (1000 ug/mL).
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Después mediante el fREMA se realizé la evaluacion de los AE contra Msm obteniendo
los resultados descritos en la Tabla 4, donde destacé E. caryophyllata Thumb. con una MIC de
<62.5 pg/mL, seguida de L. graveolens, L. palmeri, O. vulgare L., y B. salicina (Ruiz & Pav.)
Pers. con una MIC de 250 pg/mL; mientras que C. ambrosioides, S. molle, Eucalyptus sp., A.
indica no presentaron una actividad destacable contra Msm (MIC= 1000 pg/mL).

Respecto a los extractos crudos organicos de agaves y cactaceas, ninguno presenté

actividad antimicobacteriana de interés (MIC >250 ug/mL).

32



DISCUSION

La TB es un problema de salud internacional cada vez mayor, el numero de muertes causadas
por ella es inaceptablemente alto: con un diagndstico oportuno y el tratamiento correcto, casi
todas las personas con TB se pueden curar (OMS 2015). Sin embargo, el aumento de la
prevalencia de la TB multidrogorresistente (MDR-TB) ha contribuido en gran medida al aumento
de las dificultades para su control (Tomioka, 2006). Algunas plantas han sido reconocidas por
grupos étnicos para el tratamiento de enfermedades como la TB pulmonar y sintomas
relacionados a ella (Yetman y Van Devender, 2002; Johnson y col., 1996). Por ello la apuesta
en la obtencidn de compuestos de origen natural, que muestren un efecto inhibitorio y
bactericida sobre micobacterias, principalmente sobre Mtb (Copp, 2003).

Hoy en dia existen diversas metodologias in vifro e in vivo para evaluar actividad
antimicobacteriana enfocadas principalmente contra Mtb. En su mayoria, los descubrimientos
de farmacos comenzaron a desarrollarse en ensayos basados en la utilizacién de colorantes
redox (Resazurina/Azul de Alamar) (Franzblau y col., 2012). Hasta mediados de la década de
1970 las lecturas estaban bastante limitadas a la observacién visual o por medicion
espectrofotométrica de la turbidez de cultivos en tubo hasta que la descripcién de un ensayo
radiométrico automatizable para la determinacion del crecimiento de Mtb fue el precursor del
sistema BACTEC 460. Existen nuevas pruebas automatizadas para medir sensibilidad a los
medicamentos donde conservan el formato individual en tubo, pero monitorizan el
crecimiento/inhibicién a través de la deteccién fluorométrica del consumo de oxigeno (MGIT), la
deteccién colorimétrica de dioxido de carbono (MB/BacT) o la deteccion de un cambio de
presion debido al consumo de oxigeno (Versa TREK).

En la presente investigacion se utilizé azul alamar y una solucién de resazurina (Figura
1) para observar la viabilidad de las micobacterias debido a que la resazurina previamente fue
identificada como el compuesto activo del primero (O’'Brien y col., 2000), y es un indicador de

oxido-reduccion utilizado para medir actividad antimicobacteriana (Palomino y col., 2002).

En la actualidad se han utilizado distintos métodos y procedimientos para evaluar
agentes antimicobacterianos, lo que resulta en una diversidad de puntos de corte para definir un
valor MIC como activo: MIC <100 pg/mL (Jiménez-Arellanes y col, 2003), €125 yg/mL (Molina-
Salinas y col., 2007), < 200 pg/mL, (Robles-Zepeda y col., 2013). Por esta razén, no hay una

norma internacional establecida que defina adecuadamente el nivel de actividad
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Figura 1. Estructuras de la resazurina (a) y resorufina (b) (O’Brien y col., 2000)
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antimicobacteriana. Para el presente estudio definimos como activo el extracto o AE con un
valor de MIC de <250 pg/mL.

Existen revisiones sobre la actividad antimicobacteriana de extractos organicos y
compuestos puros de plantas medicinales mexicanas (Jiménez-Arellanes y col., 2010). Un
estudio reciente mostré6 que los extractos etandlicos de Murraya koenigii L. (Rutaceae) y
Artemisia nilagirica C.B. Clarke (Compositae) poseen una actividad antimicobacteriana
significativa siendo A. nilagirica la que presenté un mayor nivel de inhibicién frente a Msm (200
Mg/mL.). Andlisis fitoquimicos de esta planta mostraron la presencia de alcaloides, fenoles,
quininas y saponinas, donde estas ultimas demostraron que poseen actividad antimicrobiana
(Naik y col., 2014).

Los agaves son plantas nativas de América. México es el centro de origen y
diversificacion de este género (Garcia y Galvan, 1995). En general, los agaves (A. angustifolia,
Agave vivipara L., etc.) en el Estado de Sonora, han sido extensamente utilizados en la
medicina para tratar sintomas como deshidratacion, picaduras de insectos, calambres y hasta
calculos renales (Bafiuelos y Salido, 2012). El conocimiento empirico ha demostrado que el jugo
extraido de las hojas de A. sisalana es utilizado para el tratamiento contra la TB pulmonar
(Debnath y col., 2010).

O’donnell y colaboradores (2006) evaluaron la actividad antimicobacteriana de dos
compuestos del tipo isoflavononas aisladas de Chlorophytum inornatum Ker Gawl. de la familia
Agavaceae (=Liliaceae). Esta familia es reconocida por su alto contenido en saponinas, las
cuales se han identificado en plantas como A. americana L. (Yokosuka y col., 2000), Agave
attenuata Salm-Dyck (da Silva y col., 2002) y Agave decipiens Baker (Abdel-Gawad y col.,
1999). De la planta Colubrina retusa Pittier (Agavaceae) se aisld6 un compuesto del tipo
saponina identificado como jujubogenin  3-O-R-L-arabinofuranosil(1->2)-[3-O-(trans)-p-
coumaroil-a-D-glucopiranosil (1->3)]-R-L-arabinopiranésido (Figura 2) aislado el cual presenté
una MIC de 10 ug/mL sobre Mycobacterium intracellulare ATCC 23068 (EISohly y col., 1999).
De los agaves evaluados no obtuvimos una MIC destacable que nos indicara que estas plantas
poseen actividad antimicobacteriana. Probablemente el hecho de que las plantas colectadas
son cultivadas para jardineria donde reciben tratamientos y cuidados especiales pueda influir en
la produccion de los metabolitos que presentan actividad antimicobacteriana, pues el nivel de
estrés al que se someta la planta y otros factores condicionan la produccion de éstos tales
como la ubicacién, el clima, la temporada de colecta, la composicion del suelo donde se

desarrollen, entre otros posibles factores (Ncube y col., 2008).
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Figura 2. Estructura quimica de jujubogenin 3-O-R-L-arabinofuranosil (1->2)-[3-O-(trans)-p-

coumaroil-a-D-glucopiranosil (1->3)]-R-L-arabinopirandsido. (EISohly y col., 1999)
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Por otro lado, las plantas pertenecientes a la familia Cactaceae son reconocidas por sus
propiedades antirreumaticas, analgésicas, entre otras (Johnson y col., 1996; Felger y Moser,
1973). L. schotti es una cactacea que fue reportada por Orozco-Barocio y colaboradores (2013)
para el tratamiento de la TB, sin embargo, en el presente estudio no se encontré actividad
antimicobacteriana destacable (extracto hexanico, MIC= 1000 ug/mL) contra Mtb, mientras que
el resto de los extractos resultaron inactivos. Posiblemente este resultado esté relacionado con
la polaridad de los solventes utilizados en la obtencién de los extractos, donde los mayores
rendimientos fueron para el solvente de metanol, el cual extrae compuestos de caracteristicas
muy polares, los cuales presentan dificultades para atravesar la pared lipidica micobacteriana
(Korycka y col., 2005)

Por otra parte, varios de los compuestos mayoritarios identificados en Pereskia bleo
Kunth planta perteneciente a la familia Cactaceae, se encuentran conformados por fitol, [3-
sitosterol, 2,4-di-tert-butilfenol y vitamina E (Figura 3) (Rahman, 2008), de estos Saikia y
colaboradores (2010) reportaron la actividad antimicobacteriana del fitol con una MIC de 100
Mg/mL contra Mitb.

De otro lado, los AE obtenidos de las distintas partes de las plantas son producidos para
cubrir sus necesidades como proteccion y de atraccién, éstos estan compuestos principalmente
por metabolitos secundarios que poseen propiedades curativas y son frecuentemente
estudiados debido a sus propiedades antihelminticas,
antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras. Quimicamente éstos
estan altamente enriquecidos con compuestos de tipo terpenos cuya base estructural es el
isopreno (Tripath y col., 2011).

Los metabolitos secundarios de origen terpenoide dominan el niumero de productos
naturales reportados con actividad antimicobacteriana, esto es quizas una consecuencia del
hecho de que la busqueda de productos naturales se ha centrado en las plantas terrestres, las
cuales tienden a especializarse en la biosintesis de terpenos, pero también porque los
derivados de los terpenos poseen tipicamente de moderada a alta lipofilicidad, lo cual favorece
la penetracién de la pared celular micobacteriana (Copp, 2003).

El orégano (O. vulgare) posee propiedades antioxidantes, antifungicas,
antiespasmddicas, antisépticas, y sobre todo se caracteriza por la potente accion de sus
componentes mayoritarios carvacrol y timol (Figura 4; Tabla 7) que le otorgan a esta planta
capacidad antibacteriana. Estos componentes tienen la capacidad de destruir la estructura de la
membrana celular de E. coli, causando el incremento de su permeabilidad y por consiguiente la

salida de iones inorganicos, ATP, acidos nucleicos y aminoacidos, etc. (Chavez y col., 2008).
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Figura 3. Estructuras quimicas del fitol (a), B-sitosterol (b), 2,4-di-tert-butilfenol (c) y vitamina E
(d). (Saikia y col., 2010)
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Figura 4. Estructuras quimicas del carvacrol (a), timol (b) y p-cimeno (c) (Chavez y col., 2012;
Ortega-Nieblas y col., 2011)
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Tabla 7. Compuestos mayoritarios en aceites esenciales

Aceites esenciales

Componentes mayoritarios

Referencia

Lavandula angustifolia Mill.
(=L. officinalis) choix

Linalol (32.1% de un 92.8%),
acetato de linalil (22.7% de un
92.8%), eucaliptol (1,8-cineol)
(7.5%), camfor (7.1% de un
92.8%)

(Rodriguez y col., 2014)

Origanum vulgare L.

Carvacrol (21.8%), *(12%), timol
(18.2%),*(42%) y-muuroleno
(4.4%), B-bisaboleno (4.1%),

*cariofileno (24.5%)

(De Martino y col., 2009)
*(Corella-Bernal y
Ortega-Nieblas, 2013)

Syzygium aromaticum (L.)
Merr.and L.M.Perry
(=Eugenia Caryophilata
thumb.)

Eugenol (88.5% de un 98.2%),
acetato de eugenil (5.6% de un
98.2%), B-carofileno (1.38%)

(Chaieb y col., 2007)

Lippia graveolens Kunth.

Timol (24.59%), carvacrol
(24.54%), p-cimeno (13.6%), -
terpineno (7.43%)

(Martinez-Velazquez y
col., 2011)

Lippia palmeri S. Watson

p-cimeno (22.37%), *(14.25%),
timol (21.39%), *(15.11%),
iso-aromandreno (16.7%),
*carvacrol (24.57%)

(Ortega-Nieblas y col.,
2011)
*(Corella-Bernal y
Ortega-Nieblas, 2013)

Baccharis salicina Torr. &
A.Gray (=Baccharis
salicifolia; =Baccharis
glutinosa Pers.)

a-felandreno (8.54%), 6-cadineno
(4.86%), germacreno D (6.9%),
biciclogermacreno (5.19%),
verboccidentafurano (7.69%)

(Abad y Bermejo, 2007)
(Loayza y col., 1995)

Schinus molle L.

a-felandreno (46.5%), -
felandreno (20.8%), a-terpineol
8.3%

(Bendaoud y col., 2010)
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Esta informacion nos puede ayudar a comprender su posible mecanismo de accion
sobre Msm (MIC= <62.5 pg/mL), donde anteriormente Dulger y Gonuz (2004), ya habian
reportado una leve actividad antimicobacteriana de 8 mm (6 mm, diametro del disco) evaluada
mediante el método de difusion en disco sobre Msm. En la Tabla 8 se encuentran descritas ésta
y otras actividades antimicobacterianas reportadas previamente para los AE aqui estudiados.

La diferencia de las actividades entre timol y carvacrol reside en el grupo hidroxilo con
respecto a la cadena alifatica mas grande (Andrade-Ochoa y col., 2015). Estudios in vitro y de
QSAR (Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad) sugieren que timol y carvacrol, los
compuestos quimicos mayoritarios presentes en los AE de orégano (O. vulgare, L. graveolens 'y
L. palmeri) activos contra Mtb y Msm tienen como obijetivo la composicion de la pared celular
microbiana, debido a los componentes fendlicos contenidos en su estructura (Andrade-Ochoa
y col., 2015). Dichas moléculas tienen afinidad por la enzima corismato mutasa en la via de
shikimato, donde es un catalizador en la conversion del acido corismico al acido prefénico, el
cual es precursor de la fenilalanina y tirosina, que son la estructura base de proteinas que
juegan un papel importante dentro del metabolismo de las micobacterias (Alokam y col., 2014).

Otros estudios informaron que los AE del género Lippia han demostrado actividad
antimicrobiana, por ejemplo, Lippia sidoides Cham. mostré una actividad inhibitoria frente a E.
coli, S. aureus, Bacillus subtilis, y Msm (Sanchez y col., 2009). Otra especie del género Lippia,
L. graveolens, conocida por su uso popular para el tratamiento de sintomas como diarrea,
indigestién, vomito y disenteria (Monroy y Castillo, 2000), presenté MIC’s de 1 mg/mL, 4 mg/mL
y 1 mg/mL, contra S. aureus, Streptococcus faecalis y Candida albicans respectivamente
(Sanchez y col., 2009). En la presente investigacién L. graveolens presentd una MIC de 125
pg/mL contra Mtb y de <62.5 ug/mL contra Msm. Dicha actividad también puede estar asociada
a la presencia de timol y carvacrol, compuestos mayoritarios del AE (24.59% y 24.54%
respectivamente) (Martinez-Velazquez y col., 2011). Timol fue reportado con una importante
actividad antimicobacteriana de 0.78 pg/mL y de 2.02 pg/mL contra Mtb y M. bovis
respectivamente; mientras que carvacrol presenté MIC’s de 0.78 ug/mL y 5.20 ug/mL sobre los
mismos patoégenos (Tabla 9) (Andrade-Ochoa y col., 2015).

De la misma manera L. palmeri demostré una notable actividad con una MIC de 125
pug/mL contra Mtb y de <62.5 pg/mL contra Msm cuyos constituyentes principales también estan
conformados por carvacrol (24.57%), timol (21.39%), p-cimeno (22.37%) (Figura 4) (Ortega-
Nieblas y col., 2011), donde éste ultimo presentd una actividad de 91.66 pug/mL contra Mtb y M.
bovis (Andrade-Ochoa y col., 2015), y de 36 pg/mL contra Msm (Tepe y col., 2004). Otro
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Tabla 8. Actividad antimicobacteriana previamente reportada de aceites esenciales

. Aceites
Método esenciales
Aceites esenciales Micobacteria | utilizado o Actividad Controles Referencia
extractos
Lavandula angustifolia Difusion Aceite (Rodriguez y
(=L. officinalis) Choix Msm en disco esencial 15.6 mm NR col., 2014)
Penicilina 10 U
P Ampicilina 10 (Dulger y
Origanum vulgare L. Msm eDr:ﬂ:’?;?:g eEt)a(ltr:gl(i;::% 8 mm pg/mL Gonuz,
Cefotaxima 30 2004)
pg/mL
Syzygium aromaticum -
(L.) Merr. And Metandlico 0.8 pg/mL Eslt;ga:ggcljcgna (Kaur y Kaur
L.M.Perry Mtb H37Rv MABA 12.5 ’
_ ) . Acetona Etambutol 2015)
(=Eugenia caryophilata pg/mL Ri -
ifampicina
thumb.)
Lippia graveolens NR NR NR NR NR NR
Lippia palmeri NR NR NR NR NR NR
Baccharis salicina Torr.
& A. Gray (=Baccharis Extracto (Robles-
e ; Mtb MABA o NI Rifampicina Zepeda y
salicifolia; =Baccharis metandlico
. col., 2013)
glutinosa Pers.)
Isoniazida (Molina-
Schinus molle L. Mtb H37Rv MABA Hexano 125 pg/mL ; s Salinas y
Rifampicina col., 2007)

NI:

No inhibitorio NR: No reportado
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Tabla 9. Compuestos de aceites esenciales con actividad antimicobacteriana reportada

Actividad
Compuestos Micobacteria (evaluada por Control(es) Referencias
MABA)
Mtb H37Rv 0.78 pg/mL Rifampidina | (andrade-Ochoa y
Timol M. bovis ANS 2.02 pg/mL *Netilmicina col., 2015)
Msm 0.28 pg/mL *Ampicilina (Tepe y col., 2004)
(2.02 pg/mL)
Mtb H37Rv *(64 pg/mL) . - (Andrade-Ochoa y
Rifampicina col., 2015)
Carvacrol *(64 pg/mL) Isoniazida *(Kilic, 2006)
M. bovis ANS **Netilmicina *(Te é col
20 ua/mL **Ampicilina 2p X "
Msm (5.20 pg/mL) 004)
**(0.14 pg/mL)
M. tuberculosis 41.66 pg/mL Rifampicina (Andrade-Ochoa 'y
Camifor H37Rv Isoniazida col., 2015)
M. bovis AN5 50 pg/mL N
M. tuberculosis 41.66 pg/mL . -
Eucaliptol (1,8-cineol) H37Rv 'ngr’::;g;a (A”‘j:gdez'gfsh)oa y
M. bovis ANS 41.66 pg/mL N
. M. tuberculosis 33.33 pg/mL Rifampicina (Andrade-Ochoa y
Linalool H37Rv Isoniazida col., 2015)
M. bovis ANS 41.66 pg/mL N
M. tuberculosis 25.00 pg/mL Rifampicina (Andrade-Ochoa 'y
Eugenol H37Rv Isoniazida col., 2015)
M. bovis AN5 20.83 pg/mL ”
M. tuberculosis 100 pg/mL . -
B-Cariofileno H37Rv 'Tg?;?:;?g;a (An((j:roaldez-(()) 105h)0a y
M. bovis AN5 100 pg/mL "
M. tuberculosis 91.66ug/mL (An(ii:roaldez-(C)) 1c5h)oa y
H37Rv *(>200 pg/mL) Rifampicina *(Sa'l,ndoval-
-cimeno Isoniazida Montemayor y col
P M. bovis AN5 91.66pg/mL *Netilmicina 20%’2) y col.,
*Ampicilina **(Tepe y col
M. smegmatis 36 pg/mL 2004)
. Rifampicina (Sandoval-
Terpinen-4-ol M. tlﬁg;g\lllosm 200 pg/mL Isoniazida Montemayor y col.,
Etambutol 2012)
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compuesto identificado entre los mayoritarios fue iso-aromandreno (16.7%), del cual no se
tienen reportes de su actividad antimicobacteriana. Cabe rescatar que ni para L. graveolens ni
para L. palmeri hay referencias de evaluaciones antimicobacterianas reportadas.

Por otro lado E. caryophyllata fue reportada con actividad antiséptica, asi como
bacteriostatica y bactericida contra varias bacterias incluyendo E. coli y S. aureus (Burt y
Reinders, 2003), su AE fue evaluado contra Mtb mediante MABA y presenté una MIC de 25
pg/mL (Andrade-Ochoa y col., 2013), mientras que en nuestro estudio obtuvimos una MIC de
500 ug/mL contra Mtb por el mismo método, y una destacable MIC de <62.5 ug/mL contra Msm.
Un anadlisis mediante cromatografia de gases del AE de E. caryophyllata reportd al eugenol
como el compuesto mayoritario (aproximadamente 90%) (Oztirk y Ozbek, 2005). En el 2015,
Andrade-Ochoa y colaboradores reportaron una MIC de 25 pg/mL contra Mtb y de 20.83 ug/mL
contra Mycobacterium bovis.

De la misma manera Baccharis salicifolia comunmente llamada “Batamote” es utilizada
por las etnias Seri, Mayo, y Opata en el tratamiento de enfermedades como las hemorroides,
rabia, trastornos digestivos, obesidad, tratamiento de heridas y anticonceptivo (Robles-Zepeda y
col., 2013). También Las hojas calentadas sobre las brasas, se colocan en la cabeza como un
remedio para el dolor de cabeza, o en un area con dolor del cuerpo (Felger y Moser, 1973). Un
estudio reporto la actividad insecticida del AE de B. salicifolia contra Tribolium castaneum adulto
(Garcia y col., 2005). Otro estudio evalud la actividad del extracto metandlico de B. salicifolia
contra Mtb H37Rv donde obtuvieron inactividad incluso a la mas alta concentracién evaluada
(1000 pg/mL) (Robles-Zepeda y col., 2013). Al evaluar en el presente estudio el AE de B.
salicifolia, se obtuvo una MIC de 1000 pg/mL sobre Mtb, a diferencia de Msm donde se obtuvo
una MIC de <62.5 pg/mL.

Para observar la viabilidad de las micobacterias se utilizé azul alamar en el MABA, y una
solucion de resazurina en el fREMA, debido a que la resazurina previamente fue identificada
como el compuesto activo del primero (O’Brien y col., 2000), y es un indicador de o6xido-
reduccion utilizado para medir actividad antimicobacteriana (Palomino y col., 2002).

Los métodos fluorométricos son ampliamente utilizados en ensayos biolégicos debido a
su alta sensibilidad, particularmente existe una alta correlacién entre las MIC’s determinadas
por fluorometria y las determinadas mediante observacion visual (Collins y Franzblau, 1997). Se
encontré una correlacion entre el resultado fluorométrico y la observacién visual, donde el color
rosa debido a la resorufina presento los valores de RFU mas altos (Navarro-Garcia y col., 2011;
Collins y Franzblau, 1997).
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Las referencias a las plantas medicinales utilizadas por los grupos étnicos son
considerados principalmente como una guia relevante en la investigacion de productos
naturales, sin embargo, en muchos casos no fue posible confirmar cientificamente sus
propiedades. Es posible que las plantas que resultaron inactivas posean propiedades
inmunomoduladoras, ya que algunos extractos de plantas inducen la produccion de IFN-gamma
y otras citocinas que puedan ayudar a eliminar el bacilo de Mtb (Rahmani y col., 2014).

Finalmente, podemos confirmar la utilidad del estudio de extractos y AE de las plantas
medicinales, ya que son considerados un importante recurso de nuevos agentes terapéuticos
antimicobacterianos. Este estudio establece las bases para la purificacion de los compuestos
antimicobacterianos mas abundantes, principalmente aquellos compuestos cuya actividad

antimicobacteriana aun no ha sido descrita.
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CONCLUSIONES

Los aceites esenciales presentaron las mejores actividades antimicobacterianas.

Los aceites esenciales de L. graveolens y L. palmeri fueron los mas activos contra Mtb
(MIC= 125 pg/mL; MBC= 250 pg/mL).

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris L., Origanum vulgare L. y Eugenia
caryophyllata Thumb. presentaron las mejores actividades contra Msm (MIC= <62.5
pg/mL).

Los extractos de agaves y cactaceas evaluadas no presentaron actividad
antimicobacteriana destacable (MIC >250 pug/mL).

Las plantas son un recurso util para la busqueda de compuestos micobacteriostaticos y

micobactericidas.
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RECOMENDACIONES

Realizar un aislamiento biodirigido de los compuestos activos presentes en los aceites
esenciales antimicobacterianos.

Evaluar contra cepas de Mtb sensibles y resistentes a farmacos.

Ampliar la actividad de los compuestos activos en busca de otras actividades bioldgicas
como: antifungico, antiparasitario, antiinflamatorio, etc.

Evaluar la actividad antimicobacteriana del compuesto iso-aromandreno.
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ANEXOS

Anexo 1. Mycobacterium tuberculosis H37Rv
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Anexo 2. Preparacion de medio Middlebrook 7H9 suplementado con acido oleico, albumina,

dextrosa y catalasa (OADC) al 10%

Ingredientes Gramos/Litro
Sulfato de amonio 0.5
Fosfato disodico 2.5
Fosfato monopotasico 1.0
Citrato de sodio 0.1
Sulfato de magnesio 0.05
Cloruro de calcio 0.0005
Sulfato de zinc 0.001
Sulfato de cobre 0.001
Citrato férrico de amonio 0.04
Acido L-glutamico 0.5
Piridoxina 0.001
Biotina 0.0005
pH final 6.6 +/- 0.2 a 25°C

Preparacion:
1. Suspender 2.35 g de Middlebrook 7H9 caldo base (Sigma-Aldrich M0178) en 450 mL de

agua destilada.

2. Agregar 2 mL de glicerol.
3. Calentar hasta disolver el medio completamente.
4. Esterilizar en autoclave a 15 libras/pulgada?® de presion (121°C) durante 10 minutos.
5. Enfriar a 45°C o menos y asépticamente agregar 50 mL de suplemento Middlebrook
OADC (BD 212351).
Principio:

Este medio contiene varias sales inorganicas que soportan el crecimiento micobacteriano. El
citrato de sodio provee iones de citrato en el medio, que retienen cationes inorganicos en
solucion. El suplemento Middlebrook OADC contiene albumina bovina, dextrosa, catalasa y
cloruro de sodio. La dextrosa aporta energia, mientras que el cloruro de sodio mantiene el

equilibrio osmdético.
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