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1. RESUMEN.  

La tuberculosis (TB) es un problema de salud pública a nivel mundial, ya que un tercio 

de la población se encuentra infectada y es la segunda causa de muerte debida a una 

enfermedad infecciosa. De hecho, se calcula que cada año ocurren 9.7 millones de 

casos nuevos de TB que generan más de 3 millones de muertes debido a su asociación 

con otras enfermedades como VIH/SIDA y diabetes.  

Este panorama unido a la aparición constante de casos de fármaco resistencia, hace 

necesario ampliar el espectro de fármacos para el combate de la TB. Los extractos 

naturales de plantas han desempeñado un papel importante en el tratamiento empírico 

de la TB, según la OMS más del 65% de la población mundial utiliza las plantas como 

modalidad primaria del cuidado médico.  

En México, para el tratamiento de la TB se han utilizado Allium sativum (ajo), Larrea 

tridentata (gobernadora), Curcuma longa (curcuma) y Garcinia mangostana 

(mangostán). Los compuestos aislados de estas plantas como: la N-acetil cisteína 

(NAC) el ácido nordihidroguayaretico (NDGA), la curcumina (CUR) y la α-mangostina 

(MAN) respectivamente, son compuestos con diversas actividades biológicas. Los tres 

últimos comparten grupos catecol en su estructura. Se ha demostrado que diversos 

antioxidantes con catecoles presentan actividad bactericida o potencian el efecto de 

fármacos antimicobacterianos como la isoniazida. 

En este trabajo el objetivo principal fue evaluar el efecto de estos compuestos sobre el 

crecimiento de Mycobacterium tuberculosis. Dichos compuestos se adicionaron a los 

cultivos bacterianos en fase exponencial y se incubaron durante siete días. 

Posteriormente se cuantificó el efecto de los compuestos sobre el crecimiento y se 

determinó la concentración mínima inhibitoria (CMI). Los resultados muestran que el 

NDGA (500 µg/ml) y la MAN (25 µg/ml) inhibieron totalmente el crecimiento in vitro de 

M. tuberculosis H37Ra, mientras que la NAC solo lo disminuye en un 18% y la CUR lo 

favorece en un 2%. 

Posteriormente se valoró la citotoxicidad de los compuestos que presentaron actividad 

anti-Mycobacterium tuberculosis en células humanas (la línea celular monocítica THP-1) 

al menos durante 24 h. Concentraciones altas de NAC (<500 µg/mL) no tienen efecto 

sobre las THP-1. Sin embargo, la MAN (10 µg/mL) y el NDGA (100 µg/mL) 

disminuyeron su viabilidad a 15 y 50%, respectivamente.  

En conclusión, el NDGA (500 µg/mL) y la MAN (25 µg/mL) presentan actividad 

bactericida contra Mycobacterium tuberculosis. Estos compuestos mostraron potencial 

para incrementar el arsenal de compuestos para el tratamiento de la TB.  



 

2. ANTECEDENTES 

2.1. Mycobacterium tuberculosis. 

M. tuberculosis es una bacteria Gram positiva no esporulada, inmóvil, con gránulos 

citoplasmáticos de naturaleza lipídica. Morfológicamente es un bacilo curvo de 3-5 µm 

de longitud que posee una envoltura celular constituida por: cápsula, pared celular y 

membrana plasmática (Fig. 1). La complejidad de su envoltura le confiere la capacidad 

de ser ácido alcohol resistente (Brennan, 1989). En el anexo 1 se muestra su ubicación 

taxonómica.  

 

 
Fig. 1. Mycobacterium tuberculosis. Figura obtenida de Center of Diseases Control 

and Prevention, Public Health Image Library, 20061 

 

La cápsula es la capa exterior de la envoltura, está conformada por glicolípidos 

fenólicos (PGL´s), lipoarabinomananos (LAM) y glicopeptidolípidos (Grange, 1996). Es 

una barrera que protege contra factores externos como: desecación, frio y congelación. 

Los glicolípidos y algunas proteínas presentes son responsables de las características 

antigénicas de la bacteria (Brennan, 1989; Steck et al., 1978). 

                                                             
1
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La pared micobacteriana se caracteriza por la presencia de polisacáridos y contenido 

elevado de lípidos complejos (50-60%). Es una barrera que impide la entrada de 

antibióticos y antisépticos (Gorocica et al., 2005). Está formada por peptidoglicanos, 

arabinogalactanos y ácidos micólicos. Estas moléculas se encuentran unidas 

covalentemente formando el complejo mAGP. Los ácidos micólicos (60-90 átomos de 

carbono) están asociados a otros lípidos como los lipomonanos, fosfatidil-inositol-

manósidos y LAM (Crick et al., 2001). Los LAM juegan un papel importante en la 

patogénesis de la TB (Gorocica et al., 2005). En la figura 2 se muestra un esquema de 

la envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis. 

 

 
Fig. 2. Representación esquemática de la envoltura celular de M. tuberculosis. En 
la pared se observa el complejo mAGP formado por la unión covalente de ácidos 
micólicos, arabinogalactano y peptidoglicano. En la cápsula se encuentran varias 
moléculas involucradas en la patogenicidad de la bacteria. Figura modificada de 
(Abdallah, et. al., 2007).   
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2.1.1 Genética 

En 1998 se secuenció el genoma completo de M. tuberculosis H37Rv. El genoma es 

circular y tiene un tamaño de 4, 411,259 pares de bases (pb) con un contenido de 

guanina citosina (G-C) del 65.6%. El 10% del genoma lo constituyen las familias 

PE/PPE que contienen secuencias de prolina (Pro) y glutamato (Glu) altamente 

conservadas en el extremo amino terminal (Cole et al., 1998; Mohareer et al., 2011).  

La familia PE se divide en dos subfamilias: PE y PE-PGRS. La subfamilia PE-PGRS 

está asociada con secuencias polimórficas ricas en G-C y las proteínas se encuentran 

en la pared micobacteriana y membrana. Esta subfamilia puede estar involucrada en la 

morfología celular, supervivencia dentro del macrófago, fuente principal de variación 

antigénica e interfiere en la respuesta inmune al inhibir el procesamiento de antígenos. 

La familia PPE  se asocia con el sistema de secreción ESAT-6 que está localizado en la 

pared o membrana, está involucrada en la variación antigénica, comunicación 

hospedero-parásito y virulencia (Chen and Jian-Ping, 2010; Deng and Xie, 2011; 

Mohareer et al., 2011). 

Además, se sabe que el genoma es rico en DNA repetitivo como secuencias de 

inserción, familias multigénicas y genes duplicados. En la siguiente tabla se muestra 

diferencias genéticas entre M. tuberculosis H37Rv y H37Ra.  

 

Tabla 1. Diferencias genéticas entre las cepas de  
M. tuberculosis 

 H37Rv H37Ra 

Tamaño del genoma 4, 411, 529 pb 4, 419, 977 pb 

Porcentaje G-C 65.6% 65.6% 

Secuencias codificantes 3924 4034 

Densidad codificante 91% 90.1% 

Tamaño de genes 1100 pb 1000 pb 

Elaborada a partir de (Zheng et. al. 2008) 

 

 

 

 



 

2.1.2. Condiciones de crecimiento 

M. tuberculosis es un parásito intracelular, microaerofílico e incluso se ha descrito que 

anaerobio (Rustad et al., 2009). Es mesófilo, su temperatura óptima es de 37°C aunque 

puede crecer en un rango de temperatura de 30 a 42 °C. Crecen en rangos amplios de 

pH (3.5 a 7.5), aunque el óptimo es de 5.5 (Cole et al., 1998). 

Su tiempo de generación en medio de cultivo y en modelos animales es 

aproximadamente de 24 horas. El crecimiento lento de esta bacteria y su capacidad de 

permanecer latente contribuyen a la naturaleza crónica de la enfermedad (Cole et al., 

1998). 

M. tuberculosis forma agregados celulares compactos debido a la naturaleza 

hidrofóbica de su pared celular. Cuando se cultiva en medio sólido, las colonias son 

grandes, compactas, secas, granulares, amorfas, convexas, elevadas, con bordes 

irregulares y de color amarillento (Lemus, 2007). 

 

2.2 Tuberculosis (TB) 

La palabra tuberculosis viene del latín tuberculum, que significa “protuberancia 

pequeña” y del sufijo griego –osis que denota enfermedad.  Este nombre fue acuñado 

en 1839 por el profesor y médico alemán Johann Lucas Schlönlein. En 1882, el médico 

alemán Robert Koch, describió por primera vez a M. tuberculosis como el agente causal 

de la enfermedad (Daniel, 2006).  

Este padecimiento afecta a diferentes especies de mamíferos como: roedores, ganado 

bovino y porcino; tejones, venados, elefantes, cabras, leones, mamíferos marinos 

pertenecientes a la superfamilia Pinnipedia y humanos (Cole, 2002; Frota et al., 2004).  

Es causado por bacterias del complejo M. tuberculosis (CMTB), denominado así porque 

comparten el 95.5% de su genoma (Fig. 3). Este grupo incluye ocho especies: M. 

tuberculosis, M. africanum, M. canetti, M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae, M. microti, y 

M. pinnipedi (Reddington et al., 2011).  

 



 

 
Fig. 3. Filogenia del complejo M. tuberculosis (CMTB). En esta filogenia se observan 

seis especies incluidas dentro del CMTB, éstas se encuentran agrupadas en un mismo 

clado debido a que comparten la mayor parte de su genoma. Figura modificada de 

(Mignard and Flandrois, 2008).  

 

La mayoría de los casos de TB pulmonar en humanos son causados principalmente por 

M. tuberculosis y M. africanum, variante del complejo limitada al occidente de África. 

Mientras que M. canetti es una bacteria oportunista que ha provocado casos 

esporádicos en África, Europa y América (de Jong et al., 2010; Fabre et al., 2010; 

Frothingham et al., 1999; Gagneux, 2012; Miltgen et al., 2002).  

Existen varios miembros del CMTB que afectan a un rango amplio de animales 

domésticos y silvestres, los cuales pueden causar la enfermedad en humanos 

(zoonosis) debido al contacto estrecho entre ellos (Smith, et al., 2005). Estos incluyen 

M. bovis (ganado vacuno), M. caprae (ovejas y cabras), M. microti (roedores), M. 

pinnipedi (focas y leones marinos). Por ejemplo, M. bovis es una causa significante de 

TB en humanos debido al escaso control sanitario y al consumo de leche cruda sin 

pasteurizar ni hervir. M. microti tiene la menor virulencia y solo causa la enfermedad en 

humanos inmunocomprometidos (Cosivi et al., 1998; Cousins et al., 2003; Gagneux, 

2012; Horstkotte et al., 2001; Kremer et al., 1998). 



 

La diversidad en la virulencia y el tipo de hospedero que infectan las especies del 

CMTB parecen depender de ciertas secuencias en el genoma llamadas regiones de 

diferencia (RD´s). Éstas determinan la patogenicidad de cada especie. En la tabla 2 se 

muestran las diferencias genéticas entre los miembros del CMTB. 

 

Tabla 2. Diferencias genéticas entre los miembros del 
CMTB 

Especies RD1 RD4 RD9 RD12 

M. tuberculosis + + + + 

M. africanum + + - + 

M. cannettii + + + - 

M. bovis + - - - 

M. bovis BCG - - - - 

M. microtti - + - + 

M. pinnipedii + + - + 

M. caprae + - - - 

Resultados determinados por PCR. Presente (+); ausente (-). 

Elaborada a partir de (Alexander et. al., 2010; Halse et. al., 2011). 

 

2.2.1. Historia 

Existe evidencia sólida que la TB es una enfermedad infecto-contagiosa que afecta al 

ser humano desde hace muchos siglos. Los casos de TB más antiguos se describieron 

en India y China hace 3,300 y 2,300 años respectivamente. En la región andina se 

encontró la evidencia arqueológica más antigua de TB en América indicando que esta 

enfermedad ya se encontraba en este hemisferio antes de la llegada de los primeros 

exploradores europeos (Daniel, 2000; Roberts and Buikstra, 2003) 

Esta enfermedad estuvo presente entre los antiguos egipcios y fue bien conocida en la 

Grecia clásica, donde fue llamada phthisis, palabra que significa “consunción”. Entre los 

siglos XVII y XVIII la TB provocó la cuarta parte de las muertes en adultos del 

continente europeo (Daniel, 2006; Roberts and Buikstra, 2003) 



 

Hasta la década de 1980 los casos de TB habían disminuido considerablemente, por lo 

que se pensaba que estaban cerca de erradicarla. Sin embargo, en las últimas décadas 

esta enfermedad ha retomado importancia mundial debido a su asociación con otras 

patologías y al aumento continuo de casos con cepas multidrogoresistentes. 

 

2.2.2. Situación actual de la TB  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) un tercio de la población mundial 

está infectada con M. tuberculosis y de estas personas una de cada 10 contraerá TB 

activa en algún momento de su vida, incluso hay registro de que en el año 2011 hubo 

8.8 millones de casos nuevos; de los cuales murieron 1.4 millones de personas. Por tal 

motivo la TB es la segunda causa de muerte debida a una enfermedad infecciosa a 

nivel mundial solo por debajo del VIH/SIDA (OMS, 2011). 

La TB se asocia con la pobreza, por lo que la mayoría de casos se encuentran en Asia 

(59%) y África (26%), mientras que en el Mediterráneo, Europa y América solo se 

registraron el 7%, 5% y 3%, respectivamente (OMS, 2011). 

Según el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades 

(CENAPRECE), en nuestro país durante el año 2010 se reportaron 18, 848 casos de 

TB, de los que el 81.6% fue pulmonar, 1.6% meníngea, 5.7% ganglionar y 11.1% de 

otras formas [riñones, huesos, intestinos y genitales] (CENAPRECE, 2011).  

Los casos de TB pulmonar (15, 384) se han asociado con diversas patologías. El 22% 

con pacientes diabéticos, el 13.7% con desnutrición, el 6% con alcoholismo y el 4.1% 

con VIH/SIDA. Es importante resaltar que los individuos que padecen estas 

enfermedades se encuentran inmunocomprometidos, por lo que la TB se desarrolla 

hacia una enfermedad activa rápidamente (CENAPRECE, 2011).  

 

2.2.3. Historia Natural de la tuberculosis pulmonar 

La TB se caracteriza por la presencia de “granulomas” en los pulmones, que afecta 

principalmente a los adultos jóvenes. Se transmite de persona a persona por la vía 

respiratoria, debido al contacto con las gotitas de Pflüge provenientes de la tos o 

estornudo de pacientes con enfermedad pulmonar activa. Estas gotitas tienen de 1 a 3 

bacilos y pueden permanecer suspendidas en el aire varias horas. Cuando una persona 

inhala estas partículas y llegan hasta los alveolos comienza la infección. Los bacilos 



 

son fagocitados por macrófagos alveolares, desencadenando una respuesta inmune 

que involucra citocinas y quimiocinas (Henderson et al., 1997; Manca et al., 1999; OMS, 

2011) 

En el 90% de los casos la infección se limita al sitio primario de invasión, ya que infecta 

a individuos inmunocompetentes. Mientras que el 10% de los casos no se limita y 

continúa la replicación bacilar dando lugar a la enfermedad activa. Los síntomas 

clínicos de la TB son dolor de pecho, escalofríos, astenia, síndrome pseudogripal, 

pérdida de apetito, disminución de peso, fiebre, sudoración nocturna, eritema nodoso, 

necrosis de tejidos, tos de larga evolución (más de tres semanas) con sangre y 

hemoptisis (Bloom and Murray, 1992; Kishore et al., 2009).  

 

2.3. Tratamiento  

El tratamiento actual contra la TB fue establecido en la década de 1960 y se administra 

en un intervalo de 6-9 meses. Este tratamiento tiene dos objetivos principales: matar a 

los bacilos metabólicamente activos y destruir a los bacilos que se encuentran latentes 

(Onyebujoh et al., 2005; Rivers and Mancera, 2008). A mediados de la década de 1990 

la OMS introdujo la estrategia del tratamiento acortado estrictamente supervisado 

(TAES), del cual se ha medido su éxito (OMS, 2011).  

El éxito del TAES se define como un paciente curado o que completó el tratamiento. En 

México durante el año 2010 se reportó una tasa de éxito del 82.3% para el tratamiento 

primario de TB. La mayoría de los casos no exitosos se deben al abandono del 

tratamiento (CENAPRECE, 2011; OMS, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 



 

2.3.1 Primera línea 

Un tratamiento típico para TB no resistente comprende la administración de isoniazida, 

pyrazinamida, etambutol y rifampicina durante dos meses, seguido por cuatro meses de 

rifampicina e isoniazida (Zhang et al., 2006). En la tabla 3 se muestran los mecanismos 

de acción y los diversos efectos secundarios de los antibióticos antes mencionados. 

 

Tabla 3. Antibióticos de primera línea utilizados para el tratamiento de la TB 

Nombre y fórmula Mecanismo de acción Efectos secundarios 

Isoniazida 
 Activada por la enzima 

catalasa peroxidasa. 
Inhibe la síntesis de 

ácidos micólicos 

Insomnio, inquietud, 
deficiencia de vitamina B6, 
daño hepático, polineuritis 

periférica 

Rifampicina 

 

Evita la transcripción, ya 
que se une a la 

subunidad β de la RNA 
polimerasa 

Trastornos dermatológicos, 
hepáticos, hematológicos, 

ginecológicos, inmunológicos 
y gastrointestinales 

Pyrazinamida 
 Activa por las 

pyrazinamidasas. 
Inactiva enzimas vitales 

al disminuir el pH 

Hepatotoxicidad, artralgia, 
fotosensibilización de la piel,  

hiperuricemia y trastornos 
gastrointestinales 

Etambutol 

 

Inhibe la síntesis de 
arabinogalactano, LAM y 

arabinosiltransferasa 
(pared celular) 

Neuritis óptica y periférica, 
dolor general, trastornos 

gastrointestinales y 
dermatológicos 

Estreptomicina 

 

Inhibe síntesis de 
proteínas, se une a 
subunidad 30s del 

ribosoma 

Ototoxicidad, insuficiencia 
renal, bloqueo unión 

neuromuscular, reacciones 
cutáneas 

Modificada de (Coll, 2003; Rivers and Mancera, 2008) 

 



 

La duración tan larga y los múltiples efectos secundarios que tienen estos fármacos, 

provocan que el paciente interrumpa el tratamiento. Generalmente en estos casos se 

favorece la selección de cepas resistentes a isoniazida y rifampicina, llamadas cepas 

multidrogoresistentes [TB-MDR] (Raviglione and Smith, 2007). Los casos de TB-MDR 

han aumentado en los últimos años lo que se ha reflejado en el aumento de fondos 

para su diagnóstico y tratamiento, en el 2012 se espera alcanzar $0.6 billones de 

dólares (OMS, 2011).  

 

2.3.2. Segunda línea.  

El tratamiento de TB-MDR tiene una duración de 18-24 meses y consiste en una 

combinación de fármacos de primera línea a los que la bacteria siga siendo susceptible 

(estreptomicina, pirazinamida y etambutol), conjuntamente con fármacos de segunda 

línea como: aminoglucósidos (kanamicina, capreomicina, amikacina), etionamida, 

cicloserina, fluoroquinolonas (levofloxacino,  ciprofloxacino) y ácido p-amino-salicílico 

(Lado Lado et al., 2004). En la tabla 4 se muestran los mecanismos de acción y los 

diversos efectos secundarios de estos fármacos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 4. Antibióticos de segunda línea utilizados para el tratamiento de la TB 

Nombre y fórmula Mecanismo de acción Efectos secundarios 

Aminoglucósidos 

 

Inhibe la síntesis 
proteica 

Ototoxicidad, nefrotoxicidad, 
hipersensibilidad cutánea 

hipopotasemia, hipocalcemia, 
hipomagnesenia 

Etionamida 

 

Inhibe síntesis de 
ácidos micólicos 

Hepatitis, neurotoxicidad, 
reacciones cutáneas, neuropatía 

periférica, hipoglucemia,  
hipotiroidismo y desorden 

gastrointestinal 

Cicloserina 

 

Inhibe la síntesis de D-
alanil-D-alanina (pared 

celular). 
Bacteriostática. 

Hepatitis, hipersensibilidad, 
anemia megaloblástica, 

alteraciones del Sistema Nervioso 
Central y psicóticas 

Acido para-amino-
salicílico 

 

Antifólico. 
Bacteriostático 

Hepatitis, malestar gastrointestinal, 
efecto antitiroideo, 

hipersensibilidad e hipopotasemia 

Fluoroquinolonas 

 

Evitan la síntesis de 
DNA inhibiendo la 

enzima girasa 

Malestar gastrointestinal, 
alteraciones del Sistema Nervioso 

Central, hipersensibilidad,  
fotosensibilidad 

Modificada de (Coll, 2003; Lado Lado et al., 2004) 

 

Los medicamentos de segunda línea no son específicos por lo que presentan un efecto 

bacteriostático, son menos potentes, más tóxicos y más costosos. Por esta razón, el 

tratamiento debe prolongarse, aunque en muchos casos genera tasas menores de 

recuperación (Dorman and Chaisson, 2007) 

 



 

Todos estos factores contribuyen a que el paciente no siga estrictamente el tratamiento 

y eventualmente lo abandone, favoreciendo la persistencia de cepas extremadamente 

resistentes (TB-XDR). Estas se caracterizan por ser resistentes a la isoniazida, 

rifampicina, flouroquinolonas y al menos uno de los aminoglucósidos (Raviglione and 

Smith, 2007). 

La resistencia alta que presentan las cepas XDR obliga a usar un tratamiento 

alternativo que utiliza los medicamentos de segunda línea menos eficientes y más 

tóxicos (Chan et al., 2008). Además, requiere un seguimiento estricto y supervisión para 

prevenir la resistencia a todos los medicamentos que podrían hacer la enfermedad 

incurable (Hopewell et al., 2006; Raviglione and Smith, 2007). 

Por lo anterior, es necesario explorar nuevos agentes antimicobacterianos. En las 

últimas décadas, ha resurgido la investigación sobre la TB, así como el uso de nuevos 

fármacos para su tratamiento (Mdluli and Spigelman, 2006). De hecho, existen varios 

compuestos sintéticos que están progresando hacia su uso terapéutico (Tabla 5).  

 

Tabla 5. Fármacos en desarrollo clínico contra la TB 

Fármaco Mecanismo de acción 

Rifapentina Inhibe síntesis de RNA 

Moxifloxacina Inhibe síntesis de DNA 

Gatifloxacina Inhibe síntesis de DNA 

TMC207 Inhibe síntesis de ATP 

PA-824 Inhibe síntesis de pared celular y proteínas 

OPC-67683 Inhibe síntesis de pared celular y proteínas 

SQ109 Inhibe síntesis de pared celular 

Linezolida Inhibe síntesis de proteínas 

PNU-100480 Inhibe síntesis de proteínas 

AZD5847 Inhibe síntesis de proteínas 

LL-3858 Desconocido 

Elaborada a partir de (Nuermberger et. al., 2010). 

 

 



 

2.4 Fitoquímicos 

Los compuestos naturales son moléculas que tienen un gran impacto en la salud 

humana, por lo que han desempeñado un papel importante en el descubrimiento de 

fármacos (Kishore et al., 2009). Se ha demostrado que diversos extractos o 

compuestos aislados de plantas o frutas poseen varias actividades biológicas como: 

bactericida, antiviral, antioxidante e inclusive efectos anti-cancérigenos e 

inmunomoduladores (Eloff, 2001).  

El 75% de los fármacos probados se derivan de las plantas medicinales, de hecho 

según la OMS, más del 65% de la población mundial utiliza las plantas medicinales 

como modalidad primaria del cuidado médico (Cragg et al., 1997; Farnsworth et al., 

1985). A nivel mundial se utilizan 350 especies de plantas para el tratamiento de la TB 

(McGaw et al., 2008; Okunade et al., 2004). Entre ellas se encuentran Larrea tridentata, 

Curcuma longa, Garcinia mangostana y Allium sativum. 

 

2.4.1. Ácido nordihidroguayaretico (NDGA).  

El NDGA es un polifenol con estructura de catecol. Su fórmula química es C18H22O4 

(Fig. 4) y su masa molecular es de 302.36 g/mol. Es un producto natural con varias 

propiedades biológicas como: antioxidante, antitumoral, antiviral (Floriano-Sanchez et 

al., 2006; Lu et al., 2010; Nishimura et al., 2002; Park et al., 2004).  

No se ha reportado actividad antibacteriana del NDGA, sin embargo, su estructura es 

semejante a un flavonoide. Estos compuestos presentan actividad sobre 

Staphylococcus aureus y Helicobacter pylori. La acción bactericida de algunos 

flavonoides como: buteina, isoliquirtigenina y miricetina, se debe a la presencia de 

estructuras complejas que pudieran romper la pared celular e inhibir la síntesis de 

ácidos micólicos y ácidos grasos (Brown et al., 2007; Nakayama et al., 2000; Tsuchiya 

et al., 1996). Recientemente se ha reportado que el NDGA inhibe la anhidrasa 

carbónica de M. tuberculosis (Davis et al., 2011). 

Se ha reportado que el NDGA en concentraciones altas (100 µM) rompe el 

citoesqueleto e inhibe la activación de cinasas, lo que induce la apoptosis en líneas 

celulares (Holland et al., 2001; Nishimura et al., 2002; Park et al., 2004). Se ha 

identificado que tiene un papel importante en la terapia de cáncer de próstata, pulmón, 

esófago y piel (Lu et al., 2010).  



 

El NDGA es el compuesto más abundante (aprox. 80%) de los fenoles que son 

extraídos de Larrea tridentata (Fig. 4). En la medicina tradicional han usado esta planta 

para tratar desordenes como: varicela, llagas en la piel, diabetes, cáncer, TB, resfriados, 

reumatismo, enfermedades venéreas y piedras en los riñones o vesícula (Arteaga et al., 

2005; Hyder et al., 2002; Lia et al., 2001). El extracto clorofórmico de esta planta inhibe 

el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv MDR y no-MDR (Camacho-Corona et al. 

2008).  

 

 
Fig. 4. Flor de Larrea tridentata y estructura química del NDGA. 

 

2.4.2. Curcumina (CUR) 

La CUR es un polifenol lipofílico e insoluble en agua. Su fórmula química es C21H20O6 

(Fig. 5) con un peso molecular de 368.37 g/mol (Padhye et al., 2010). Se ha reportado 

que tiene actividad antioxidante, anti-inflamatoria, anti-parasítica, anti-cancerígena, 

antiviral e hipoglucemiante (Anand et al., 2008; Araujo and Leon, 2001; Eigner and 

Scholz, 1999; Jurenka, 2009; Mazumder et al., 1995; Pari and Murugan, 2005).  

La CUR presenta actividad bactericida contra S. aureus, Escherichia coli, Yersinia 

enterocolitica, Bacillus subtilis y Bacillus cereus (Wang et al., 2009). Según Rai y col. 

(2008) la curcumina inhibe el ensamblaje de la proteína FtsZ, la cual está involucrada 

en la formación del anillo Z durante la división celular (Rai et. al., 2008). 



 

Se ha reportado que la CUR induce apoptosis dependiente de caspasa y calpaina en 

células cancerosas de sangre, cerebro, pecho, cabeza, cuello, hígado, páncreas, colon, 

próstata, ovarios, piel y sistema gastrointestinal (Anand et al., 2008; Singh et al., 2009).  

La CUR es extraída de los tubérculos de Curcuma longa conocida como “cúrcuma”  

(Fig. 5), esta planta se ha utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de 

trastornos biliares y hepáticos, anorexia, tos, reumatismo, sinusitis, lesiones diabéticas, 

TB e inflamación (Jurenka, 2009). 

 

 
Fig. 5. Flor de Curcuma longa y estructura química de la CUR. 

 

2.4.3. N-acetil cisteína (NAC).  

La NAC es un compuesto sulfurado precursor de la cisteína y del glutatión. Su fórmula 

química es C5H9NO3S (Fig. 6), con un  peso molecular de 163.19 g/mol (van Zandwijk, 

1995). Es una molécula con diversas actividades biológicas como: mucolítica, anti-

inflamatoria, antioxidante, antiviral y anti-cancerígena (Hurst et al., 1967; Kalebic et al., 

1991; Mitchell et al., 1974; Roederer et al., 1990).  

 

 

 



 

Se ha reportado que la NAC tiene actividad bactericida contra Pseudomonas 

aeruginosa, Leuconostoc mesenteroides y E. coli. Esta actividad puede deberse a su 

antagonismo con el aminoácido cisteína o a la inhibición de enzimas metabólicas con 

grupo sulfhidrilo, debido a su interacción con el grupo SH- (Parry and Neu, 1977; 

Zigmunt and Martin, 1968). 

La NAC es extraída de la raíz de Allium sativum, conocido como ajo (Fig. 6). Este es 

usado en la medicina tradicional como estimulante, antiséptico, expectorante, diurético, 

hipotensor y para tratar fiebre, dolor de cabeza, cólera, disentería, problemas del 

corazón, reumatismo, diabetes, diarrea, trastornos intestinales o pulmonares y TB.  Se 

reportó que el extracto etanólico del ajo inhibe el crecimiento de M. tuberculosis MDR y 

no-MDR con una concentración mínima inhibitoria de 1 a 3 mg/ml (Aviello et al., 2009; 

Hannan, et. al. 2011; Thomson and Ali, 2003; Thring and Weitz, 2006). 

 

 
Fig. 6. Planta Allium sativum y estructura química de la N-acetil cisteína (NAC). 

 

2.4.4. Alfa-mangostina (MAN).  

La MAN es una xantona diprenilada y tetraoxigenada, su fórmula química es C24H26O6 

(Fig. 7), con un  peso molecular de 410.46 g/mol. Se ha demostrado que tiene actividad 

anti-fúngica, antiviral, hipoglucemiante, antitumoral  y anti-cancerígena (Muhanji and 

Hunter, 2007; Pedro et al., 2002; Pinto et al., 2005; Riscoe et al., 2005). 



 

Se ha reportado que la MAN tiene actividad bactericida contra S. aureus susceptible y 

resistente a la meticilina (MRSA), Streptococcus mutans, P. aeruginosa, Salmonella 

typhimurium, B. subtilis y M. tuberculosis (Sundaram et al., 1983; Suksamrarn et al., 

2003). Este compuesto puede diluir sustancias lipofílicas e inhibe enzimas involucradas 

en la glucolisis como: aldolasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y 

deshidrogenasa láctica (Nguyen and Marquis, 2011; Suksamrarn et al., 2006). 

Se ha reportado que la MAN tiene efecto tóxico sobre las células cancerosas de sangre, 

pecho y colon. Este compuesto puede inducir el arresto del ciclo celular y apoptosis por 

vía mitocondrial dependiente del calcio y la ATPasa (Obolskiy et al., 2009). 

La MAN es extraída del pericarpio de Garcinia mangostana (Fig. 7), un árbol conocido 

como mangostán. Sus frutos tienen un sabor muy apreciado, por lo que se conoce 

como “la reina de las frutas” (Chin and Kinghorn, 2008; Pedraza-Chaverri et al., 2008). 

En la medicina tradicional, la cáscara del mangostán se ha usado en el tratamiento de 

la diarrea, infecciones cutáneas, heridas, úlceras, disentería, inflamación, TB, alergias, 

artritis, micosis, gonorrea, cistitis, fiebre y cólera (Moongkarndi et al., 2004; 

Ngawhirunpat et al., 2010; Pedraza-Chaverri et al., 2008; Suksamrarn et al., 2006). 

 

 
Fig. 7. Árbol y fruto de Garcinia mangostana y estructura química de la MAN. 

 

 

 



 

3. JUSTIFICACION.  

La TB es un problema de salud en México, ya que ha aumentado el número de casos 

nuevos en los últimos años debido a la co-infección con la diabetes, la desnutrición y la 

constante selección de cepas MDR y XDR. 

El tratamiento anti-TB es muy largo y con múltiples efectos secundarios, lo que 

promueve que el paciente lo abandone. Por esta razón, se requiere acortar la duración 

del tratamiento para lograr un mayor apego y por lo tanto mayores tasas de curación. 

Aunque existen algunos fármacos en prueba para el tratamiento de la TB es 

indispensable aumentar la gama de compuestos para su combate. 

Una fuente de fármacos nuevos son los compuestos naturales que se extraen de 

plantas usadas en la medicina tradicional. Por ello, en este trabajo se analiza la 

actividad micobactericida de cuatro compuestos naturales en forma pura que son 

extraídos de Larrea tridentata, Curcuma longa, Garcinia mangostana y Allium sativum, 

plantas usadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la TB. 

 

4. OBJETIVO GENERAL: 

Determinar el efecto del ácido nordihidroguayaretico, la curcumina, la alfa-mangostina y 

la N-acetil cisteína sobre el crecimiento de M. tuberculosis H37Ra en medio líquido 

7H9, así como su toxicidad en la línea celular monocítica humana, THP-1. 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Evaluar el crecimiento de M. tuberculosis en medio líquido mediante dos métodos: 
uno indirecto colorimétrico (MTT) y uno directo unidades formadoras de colonia 
(UFC) 

2. Determinar el efecto del ácido nordihidroguayaretico, la curcumina, la alfa-
mangostina y la N-acetil cisteína sobre el crecimiento de M. tuberculosis cultivado 
en medio líquido (7H9) con ambos métodos. 

3. Evaluar el efecto citotóxico del ácido nordihidroguayaretico, la curcumina, la alfa-
mangostina y la N- acetil cisteína en la línea celular monocítica humana THP-1.  

 

 



 

6. MATERIALES Y MÉTODOS: 

6.1  Cepa de M. tuberculosis y medios de cultivo. 

Se utilizó la cepa de M. tuberculosis H37Ra, la cual fue obtenida de la colección ATCC 

(American Type Culture Collection). Las bacterias se cultivaron en medio líquido 7H9 

(complementado con ADC 20% y glicerol al 1%) y en medio sólido 7H10 

(complementado con OADC 10%, asparagina 0.5% y glicerol al 1%) a temperatura 

constante de 37°C.  Los componentes de los medios de cultivo se ven en el anexo 2.  

6.2  Cinética de crecimiento.  

Se evaluó el crecimiento del cultivo de M. tuberculosis en medio líquido a través del 

tiempo. Esto con el fin de asegurar el período en el cual las bacterias sean viables y se 

estén dividiendo, para posteriormente evaluar el efecto de los compuestos sobre el 

crecimiento de la bacteria. 

Para ello, se cultivaron las bacterias a una concentración de 1X106 bacterias/mL. Se 

sembraron 270 µl de suspensión bacteriana en cada pozo en placas de 96 pozos 

(Corning, INC) y se incubaron en una atmósfera de 5% de CO2 a 37°C  durante 27 días. 

El crecimiento se cuantificó cada tercer día por dos métodos: uno directo por la cuenta 

de unidades formadoras de colonia (UFC) y uno indirecto colorimétrico que cuantifica la 

actividad metabólica (MTT).  

6.3  Actividad antimicobacteriana del NDGA, CUR, NAC y MAN. 

Los compuestos puros se obtuvieron comercialmente para asegurar el mínimo de 

impurezas y evitar interferencia en el resultado. La preparación y procedencia de los 

compuestos se muestran en el anexo 3.  

Para detectar la actividad antimicobacteriana, se cultivaron 270 μl de la suspensión de 

M. tuberculosis (1X106 bacterias/mL) en medio líquido con el fin de asegurar cultivos 

homogéneos y disponibilidad fácil de los compuestos. Además la adición de los 

compuestos se realizó cuando las bacterias se encontraban viables, metabólicamente 

activas y en fase de duplicación, se incubaron hasta el inicio de la fase estacionaria 

para evitar cuantificar el crecimiento en etapas de muerte y obtener falsos positivos. 

Es importante señalar que se utilizó una concentración inicial de 200 µg/mL para cada 

uno de los compuestos. Esta es una concentración estándar que se usa comúnmente 

para evaluar la actividad antimicrobiana de compuestos o extractos naturales (Jimenez-

Arellanes et al., 2003).  



 

Como controles experimentales se incluyeron: un cultivo de bacterias sin ningún 

tratamiento, un control bactericida, cultivo en presencia de rifampicina [25 µg/ml], 

(antibiótico de primera línea que se usa para el tratamiento de la TB) y el último control 

consistió en medio de cultivo 7H9 sin bacterias. Finalizado el tiempo de incubación de 

cada tratamiento se cuantificó el crecimiento bacteriano por MTT y UFC. 

6.4  Concentración mínima inhibitoria (CMI) de la MAN, el NDGA y la NAC. 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) se define como la concentración más baja de 

un compuesto que evita totalmente el crecimiento bacteriano (Jimenez-Arellanes et al., 

2003). Para determinar la CMI de cada compuesto, las bacterias se cultivaron en medio 

líquido como se describió anteriormente y se incubaron hasta la fase exponencial. 

Luego se adicionaron concentraciones crecientes de: MAN (5, 10, 15, 25, 50 y 100 

µg/mL), NDGA (400, 500, 750 y 1000 µg/mL) y NAC (500 µg/mL), después se incubaron 

hasta el inicio de la fase estacionaria, luego se cuantificó del crecimiento. 

6.5  Cuantificación del crecimiento.  

6.5.1 Indirecta por el método colorimétrico tetrazolio  (MTT). 

El  método directo de bacterias viables es confiable, no obstante se han desarrollado 

técnicas colorimétricas reproducibles que se pueden emplear también como indicadores 

de la actividad metabólica (enzimática de óxido-reducción). Por ello en este trabajo se 

utilizó esta técnica para llevar a cabo una evaluación primaria de los compuestos con 

actividad antimicrobiana, rápida, fácil y comparativa. 

El método colorimétrico del 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difenil bromuro de tetrazolio 

(MTT) se basa en cuantificar la actividad metabólica de la célula. El MTT es un tinte 

amarillo de tetrazolio, el cual es reducido por la enzima deshidrogenasa de las células 

metabólicamente activas y se produce un producto morado llamado formazán. Existe 

una relación linear entre la absorbancia de formazán y la concentración bacteriana 

(Mshana et al., 1998). Con base en lo anterior, se definió la CMI como la concentración 

más baja de cada compuesto que evita el cambio de color (amarillo-morado).  

Para ello, a los cultivos con los diferentes tratamientos se les agregó MTT (5 mg/mL) 

durante 24 h a 37°C y después se detectó el viraje de color (Gordien et al., 2009). Para 

cuantificar la producción de formazán, se tomaron 50 µl del cultivo y se transfirieron a 

otra placa, luego se adicionaron 200 µl de isopropanol ácido (1:24) y se agitaron las 

placas durante 5 minutos para permitir que los cristales de formazán se disolvieran, 

después se monitoreó el cambio de color en el espectrofotómetro a 570 nm de longitud 



 

de onda en un lector de microplacas Biotek. El control (blanco) fue un pozo con 

isopropanol ácido y MTT.  

6.5.2  Directa por método de cuentas viables (UFC) 

Es un método directo donde se cuantifican las Unidades Formadoras de Colonia (UFC). 

Las UFC es el número mínimo de células sobre la superficie, en un medio de agar 

semi-sólido que da lugar al desarrollo de una colonia visible del orden de decenas de 

millones de células descendientes. Esta técnica indica el número relativo de bacterias 

en un mililitro. 

Para cuantificar el efecto de los compuestos en cada uno de los tratamientos. Se tomó 

el cultivo completo de cada pozo y se transfirió a un tubo cónico de 1.6 mL (eppendorf) 

que contenía 5 perlas de vidrio. Cada muestra se homogeneizó en el vortex durante 5 

min para disgregar a las bacterias, luego se tomaron 50 µL para llevar a cabo diluciones 

seriadas (1/10). Cada dilución se sembró por triplicado (10µl) en medio sólido 7H10 y se 

incubaron durante 21 días. Finalmente se realizó la cuenta de unidades formadoras de 

colonia para cada uno de los tratamientos (Fig. 8).  

 

 
Fig. 8. Método para contar Unidades Formadoras de Colonia (UFC) 
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6.6  Efecto citotóxico de los compuestos sobre la línea celular monocítica humana, 
THP-1. 

Otra parte esencial de este trabajo fue evaluar el efecto citotóxico de los compuestos en 

células humanas (línea celular monocítica THP-1). Para ello, las THP-1 (0.6X10
6
/mL), 

se cultivaron en placas de 48 pozos (450 µL de la suspensión celular) en presencia de 

las diferentes concentraciones de los compuestos por 24 horas en una atmósfera del 

5% de CO2 a 37°C y se monitoreó la viabilidad celular.  

El efecto citotóxico se determinó mediante el método colorimétrico MTT, el cual solo 

detecta células metabólicamente activas y por lo tanto vivas. Por lo tanto la 

concentración de formazán generada es directamente proporcional al número de 

células viables (Mossman, 1983). El método se encuentra estandarizado y 

automatizado para detectar toxicidad en células eucariontes (Alley et al., 1988; 

Carmichael et al., 1987)  

6.7 Análisis estadísticos.  

Los experimentos se realizaron al menos tres veces de manera independiente por 

triplicado y las variaciones observadas fueron constantes siempre menores del 10%. 

Los análisis se llevaron a cabo en el programa GraphPadPrism 5. Se realizó la prueba 

ANOVA de una vía con un estudio posterior de Dunett para evaluar si había diferencia 

significativa entre el control que fue el cultivo bacteriano sin tratamiento y los cultivos 

crecidos en presencia de los diferentes compuestos naturales. Los valores p<0.05 

fueron considerados significantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7. RESULTADOS. 

7.1 Cinética de crecimiento de M. tuberculosis en medio líquido.  

Con la finalidad de determinar los tiempos óptimos para la adición de los compuestos y 

evaluar su efecto antimicobacteriano, se realizó una cinética de crecimiento de M. 

tuberculosis cultivada en medio líquido, la cuantificación del crecimiento se realizó por 

los métodos MTT y UFC. 

En la cinética de crecimiento determinada por MTT se observa que al inicio del cultivo 

no hay detección de formazán. Sin embargo, al día 3 hay detección por cambio en la 

absorbancia (0.04 ua), esto representa que las bacterias se encuentran 

metabólicamente activas. El metabolismo se incrementa significativamente desde el día 

3 hasta el 15, donde alcanza su punto máximo de absorbancia (1.1 ua). A partir de ese 

día la actividad metabólica bacteriana disminuye progresivamente hasta 0.33 ua en el 

día 27 (Fig. 9).  

 

 
Fig. 9. Cinética de la actividad metabólica de M. tuberculosis en medio líquido 

determinada por MTT. Se realizó un cultivo con una concentración inicial de 4.3X106 

bacterias/mL, el cual se incubó a 37°C durante 30 días. Cada tercer día se agregó MTT 

(5 mg/mL) y se realizó la cuantificación de la actividad metabólica hasta el día 27 

(n=12). 



 

Con respecto a la cuantificación del crecimiento monitoreada por UFC se observa que 

del día 0 al 3 de incubación, las bacterias crecieron de 4.3X106 a 2.0X108 bacterias/mL. 

Del día 3 al 15 las bacterias siguen creciendo hasta 1.4X1010 bacterias/mL. La fase 

exponencial se encuentra entre los días 3 y 9. Las UFC disminuyen lentamente desde 

el día 15, alcanzando 1.18X109 UFC/mL al día 27 (Fig. 10). 

 

 
Fig. 10. Cinética de crecimiento de M. tuberculosis en medio líquido cuantificada 

por UFC. Se realizó un cultivo con una concentración inicial de 4.3X106 bacterias/mL, el 

cual se incubó a 37°C durante 30 días. Cada tercer día se cuantificó el crecimiento por 

UFC, para lo cual se realizaron diluciones seriadas del cultivo. Luego estas se 

sembraron en medio 7H10 y se incubaron 21 días. (n=12). 

 

Con base en los resultados, se adicionaron los compuestos naturales al séptimo día de 

cultivo, esto para asegurar que las bacterias estuvieran metabólicamente activas y en 

crecimiento (duplicación). Mientras que la cuantificación del efecto de cada tratamiento 

se realizó hasta los catorce días, un día antes de que el cultivo llegue a su máximo 

crecimiento. De esta manera, se asegura que el efecto en el crecimiento se debe al 

tratamiento y no a la muerte bacteriana debido a la limitación de nutrientes.  
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7.2 Efecto del NDGA, la CUR, la NAC y la MAN sobre el crecimiento de M. tuberculosis 

por MTT. 

Los compuestos naturales (200 µg/mL) se adicionaron a los cultivos en el séptimo día 

de incubación, luego se dejaron siete días más. Se realizó la cuantificación de la 

actividad metabólica detectando la reducción de MTT a formazán en el 

espectrofotómetro (= 570 nm). Las unidades de absorbancia obtenidas en cada 

tratamiento se reportaron como índices de actividad metabólica con respecto al control 

(bacterias cultivadas en medio 7H9 representan un índice de 1). La CMI se definió 

como aquella condición en la cual no hubo cambio de color (amarillo a morado), lo que 

indica la ausencia de actividad metabólica. 

De los cuatro compuestos probados, solo la NAC, el NDGA y la MAN presentan un 

efecto inhibitorio sobre la actividad metabólica de M. tuberculosis, ya que se observó 

disminución significativa en el índice con respecto al control de 0.89, 0.74 y 0.26, 

respectivamente. El tratamiento con RIF (25 µg/mL) tuvo un índice de 0.15 (Fig. 11).  

 

 
Fig. 11. Efecto de los compuestos sobre la actividad metabólica de M. 
tuberculosis cuantificada por MTT. A cultivos de siete días se adicionaron los 
compuestos con una concentración de 200 µg/mL y se incubaron hasta los catorce días. 
Luego se añadió el MTT (5 mg/ml) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se 
reportaron como índices de actividad metabólica con respecto al control, igual a 1. 
(CUR), Curcumina; (NAC), N-acetil cisteína; (MAN), alfa-mangostina; (NDGA) ácido 
nordihidroguayaretico y (RIF), rifampicina. (n = 12). * p<0.05 
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7.3 Cuantificación de la actividad antimicobacteriana de NDGA, CUR, NAC y MAN por 
el método UFC. 

Este método nos permitió corroborar el efecto inhibitorio de los compuestos naturales 

sobre M. tuberculosis directamente sobre el número de células viables (UFC). Los 

cultivos en presencia de la CUR presentan aumento significativo en el crecimiento 

(1.67X1010/mL) con respecto al control (1.4X1010/mL). Esto puede ser debido a que la 

M. tuberculosis pudiera utilizarla como fuente de carbono.  

La NAC mostró disminución significativa en el crecimiento (6.95X109/mL). El NDGA tuvo 

efecto inhibitorio (5X109/mL) ya que disminuyó 75% con respecto al cultivo sin 

tratamiento (1.4X1010/mL). En los cultivos con MAN no hubo crecimiento bacteriano, lo 

que demuestra su potencial inhibitorio sobre M. tuberculosis. Es importante señalar que 

las bacterias con rifampicina (25 µg/mL) tampoco crecieron (Fig. 12).  

 

 
Fig. 12. Efecto de los compuestos sobre el crecimiento de M. tuberculosis 

cuantificado por UFC. A cultivos de siete días se adicionaron los compuestos con una 

concentración de 200 µg/mL y se incubaron hasta los catorce días. Para la cuenta de 

UFC, se hicieron diluciones seriadas del cultivo que se sembraron en medio sólido 

(7H10) y se incubaron durante 21 días. Los valores se reportaron como UFC/mL. 

(CUR), Curcumina; (NAC), N-acetil cisteína; (MAN), alfa-mangostina; (NDGA) ácido 

nordihidroguayaretico y (RIF), rifampicina. (n = 12). * p<0.05 
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7.4. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de los compuestos 

naturales. 

La CMI se define como aquella concentración en la cual un compuesto inhibe 

completamente el crecimiento micobacteriano (Gordien et al., 2009). Para determinarla, 

a los cultivos de siete días se agregaron la NAC, NDGA y MAN a diferentes 

concentraciones (5-1000 µg/mL), siete días después, se cuantificó el crecimiento por 

MTT y UFC. 

7.4.1. Ácido nordihidroguayaretico (NDGA). 

Mediante el método MTT, se observa que todas las concentraciones usadas de NDGA 

inhiben significativamente la actividad metabólica de M. tuberculosis. En la 

concentración de 200 µg/mL se obtuvo un índice de 0.74. Mientras que en las 

siguientes concentraciones: 400, 500, 750 y 1000 µg/mL los índices reportados son 

0.80, 0.77, 0.65 y 0.59 respectivamente (Fig. 13).  

 

 
Fig. 13. Efecto del NDGA sobre la actividad metabólica de M. tuberculosis 
cuantificado por MTT. Cultivos bacterianos de siete días se incubaron en presencia de 
las diferentes concentraciones de NDGA hasta los catorce días. Luego se añadió el 
MTT (5 mg/mL) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se reportaron como 
índice de actividad metabólica con respecto al control equivalente a 1. n = 12. *p<0.05 
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Mediante el método UFC, se observa que en presencia de NDGA (200 y 400 µg/mL) los 

cultivos presentaron disminución significativa del crecimiento con respecto al control de 

1.4X1010/mL (control) hasta 5.62X109/mL y 2.4X109/mL, respectivamente. Cabe 

mencionar que la CMI del NDGA fue de 500 µg/mL (Tabla 6). 

 

Tabla 6. CMI del NDGA sobre el 

crecimiento de M. tuberculosis 

NDGA 

(µg/ml) 

UFC 

(millones/ml) 
n 

0 14000  ±   167 28 

200 * 5620  ±   271 7 

400 * 2400  ±   172 6 

500     * 0.0  ±   0.0  14 

750         * 0.0  ±  0.0 12 

1000     * 0.0  ±  0.0 18 

RIF     * 0.0  ±  0.0 24 

n = número de experimentos. *p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7.4.2. Alfa-mangostina (MAN) 

Con el método MTT se observa que la MAN muestra efecto inhibitorio sobre la actividad 

metabólica de M. tuberculosis. A partir de 15 µg/mL hay disminución significativa en el 

índice (0.86) con respecto al control. En las concentraciones 25, 50, 100 y 200 µg/mL, 

los valores reportados son: 0.84, 0.58, 0.53 y 0.26. Esto nos indica que el efecto 

inhibitorio de este compuesto depende de la concentración, ya que los índices 

disminuyen conforme aumenta la concentración (Fig. 14).  

 

 
Fig. 14. Efecto de la MAN sobre la actividad metabólica de M. tuberculosis 
cuantificado por MTT. Cultivos de siete días, se incubaron en presencia de las 
diferentes concentraciones de la MAN hasta los catorce días. Luego se añadió el MTT 
(5 mg/mL) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se reportaron como índice 
de actividad metabólica con respecto al control, equivalente a 1. (n = 12). * p<0.05 
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Con relación a los resultados obtenidos por UFC se observa disminución significativa en 

el crecimiento a partir de 5 µg/mL de 1.4X1010/mL a 5.08X109/mL respectivamente. En 

15 µg/mL la población disminuye 93%, a partir de 25 µg/mL no hay crecimiento 

bacteriano, por lo que esta concentración es la CMI (Tabla 7). 

 

Tabla 7. CMI de la MAN sobre el 

crecimiento de M. tuberculosis 

MAN 

(µg/ml) 

UFC 

(millones/ml) 
n 

0 14500   ±   250 28 

5 * 5080  ± 1860 12 

10 * 4970  ±   972 12 

15  * 106  ±  6.75 4 

25 * 0   ±  0.00 6 

50 * 0   ±  0.00 6 

100 * 0   ±  0.00 6 

200 * 0   ±  0.00 6 

RIF * 0   ±  0.00 24 

n = número de experimentos. * p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7.4.3. N-acetilcisteína (NAC). 

El efecto de la NAC sobre M. tuberculosis es dependiente de la concentración. Se 

muestra crecimiento del 85% y 46% con respecto al control en presencia de 200 y 500 

µg/mL respectivamente (Fig. 15). 

 
Fig. 15. Efecto de la NAC sobre la actividad metabólica de M. tuberculosis 
cuantificado por MTT. Cultivos de siete días, se incubaron en presencia de las 
diferentes concentraciones de la NAC hasta los catorce días. Luego se añadió el MTT 
(5 mg/mL) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se reportaron como índice 
de actividad metabólica con respecto al control, que es igual a 1. n = 12. *p<0.05. 
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Se cuantificó el efecto inhibitorio de la NAC por UFC. En la tabla 8 se muestra que a 

200 y 500 µg/mL hay inhibición significativa del crecimiento de M. tuberculosis, de 

1.4X1010 a 6.94X109 y 2.17X109 bacterias/mL respectivamente. Sin embargo, no se 

encontró una CMI, ya que las concentraciones que se utilizaron no mataron a toda la 

población. 

 

Tabla 8. CMI de la NAC sobre el 

crecimiento de M. tuberculosis 

NAC 

(µg/ml) 

UFC  

(millones/ml) 
n 

0   14500  ±  167 28 

200 * 6940  ±  663 6 

500 * 2170  ±  362 5 

RIF * 0   ±   0.0 24 

n = número de experimentos. * p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

7.5 Efecto tóxico del NDGA, la MAN y la NAC sobre la línea celular de monocitos 

humanos THP-1. 

Se evaluó la citotoxicidad de los compuestos naturales sobre las células THP-1. Para 

ello se cultivaron las células en presencia de diferentes concentraciones (2-500 µg/mL), 

y se incubaron con los compuestos durante 24 h, finalmente se cuantificó por el método 

MTT. Este método se encuentra estandarizado, por lo que la actividad metabólica 

detectada está directamente relacionada con el número de células vivas. Este método 

es común para detectar toxicidad en células eucariontes (Alley et al., 1988; Carmichael 

et al., 1987; Mossman, 1983). 

Con respecto al NDGA, se observó que disminuyó significativamente la viabilidad con 

respecto a la concentración. Las concentraciones de 2, 5, 20, 50 y 100 µg/mL presentan 

76, 69, 55, 46 y 51% de células vivas respectivamente. Estos resultados muestran que 

desde 2  µg/mL el NDGA tuvo efecto tóxico en las THP-1 (Fig. 16). 

 

 
Fig. 16. Efecto citotóxico del NDGA cuantificado por MTT. Las células se cultivaron 
en presencia de las diferentes concentraciones del NDGA durante 24 horas. Luego se 
añadió MTT (5 mg/mL) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se reportaron 
como porcentaje de células vivas con respecto al control (100%). n = 6.  *p<0.05 
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La MAN a una concentración de 5 µg/mL no afectó significativamente la viabilidad 

celular.  Sin embargo, se observó efecto tóxico a concentraciones > al 10 µg/mL, ya que 

mata al 85% de los monocitos con respecto al control sin tratamiento. Con base en 

nuestros resultados, parece que la citotoxicidad es dependiente de la concentración 

(Fig. 17). 

 

 
Fig. 17. Efecto citotóxico de la MAN cuantificado por MTT. Las células se cultivaron 
en presencia de las diferentes concentraciones de la MAN durante 24 horas. Luego se 
añadió el MTT (5 mg/mL) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se 
reportaron como porcentaje de células vivas con respecto al control (100%). n = 6. 
*p<0.05. 
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La NAC no tiene efecto tóxico sobre los monocitos humanos THP-1, ya que las 

diferentes concentraciones de este compuesto no afectaron la viabilidad de manera 

significativa (Fig. 18). 

 

 
Fig. 18. Efecto citotóxico de la NAC cuantificado por MTT. Las células se cultivaron 
en presencia de las diferentes concentraciones de la NAC durante 24 horas. Luego se 
añadió el MTT (5 mg/mL) y se detectó la reducción a formazán. Los valores se 
reportaron como porcentaje de células vivas con respecto al control (100%). n = 6. 
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8. DISCUSION.  

Según la OMS, más del 65% de la población mundial recurre a las plantas como 

modalidad del cuidado médico. En la medicina tradicional se utilizan 350 especies de 

plantas para el tratamiento de la TB entre las que se encuentran Larrea tridentata, 

Curcuma longa, Garcinia mangostana y Allium sativum.  Es importante mencionar  que 

a partir de plantas medicinales, se han aislado diversos compuestos que poseen varias 

actividades biológicas (Eloff, 2001; McGaw et al., 2008).  

En este trabajo se evaluaron las propiedades antimicobacterianas y la citotoxicidad de 

cuatro compuestos naturales puros: CUR, NAC, NDGA y MAN, éstos son abundantes 

(>80) en las plantas de las que se aislaron.   

Para conocer el tiempo óptimo de adición de los compuestos y cuantificar su efecto 

sobre M. tuberculosis, se monitoreó la progresión del cultivo bacteriano en medio 

líquido cuantificando la actividad metabólica por MTT y el crecimiento bacteriano por 

UFC (Figs. 9 y 10).  

En estas cinéticas no se ve una fase estacionaria, ya que a partir de que alcanzan su 

desarrollo máximo la población empieza a disminuir, esto podría pasar porque hay un 

gran número de bacterias (1.4X1010/mL) en un espacio limitado (270 µl). Además, la 

cinética por MTT nos muestra que la actividad metabólica de las bacterias aumenta 

rápido a partir del día 3 de cultivo, esto agotó los nutrientes y por lo tanto la población 

tiene una disminución acelerada a partir del día 15.  

El método MTT nos proporciona resultados en 24h, requiere poca manipulación y es de 

fácil automatización, ya que se puede leer en lector de placas de absorbancia en menos 

de un minuto. Sin embargo, este método mide principalmente actividad metabólica y no 

crecimiento bacteriano por lo que los resultados obtenidos se corroboraron por medio 

de la cuenta directa de las UFC (Plumb et al., 1989; Mossman, 1983). 

El método UFC es tedioso y requiere de mayor tiempo para obtener el resultado, ya que 

es necesario incubar 21 días las placas debido a la progresión lenta del cultivo de M. 

tuberculosis, pero nos permite conocer el efecto de los compuestos sobre el crecimiento 

bacteriano. 

Con base en los resultados obtenidos por MTT se determinó que de los cuatro 

compuestos evaluados solo la NAC, el NDGA y la MAN a 200 µg/mL presentan 

actividad anti-M. tuberculosis mientras que la CUR no disminuye significativamente la 

actividad metabólica de la bacteria.  



 

Con base en el conteo de células viables (UFC) se corroboró que estos compuestos 

disminuyen el crecimiento de M tuberculosis. Además se estableció que la CMI de la 

MAN es 25 µg/mL y del NDGA es de 500 µg/mL, mientras que la NAC a 500 µg/mL solo 

controla el crecimiento de la población. La CUR  a 200 µg/mL favorece su crecimiento. 

Para determinar si éstos tienen efecto bactericida o bacteriostático se calcularon las 

tasas de crecimiento comparando el número de células entre el día 7 y 14. Tiempo en el 

cual están en presencia de los compuestos naturales.  

La tasa de crecimiento (µ) se define como el número de generaciones que transcurren 

por unidad de tiempo (7 días), la fórmula utilizada para calcularla fue:  

 

𝜇 =
2.303 log𝑁 − log𝑁0 

𝑡
 

 

Este valor nos indica la razón de crecimiento que tiene una población bacteriana. Si es 

positivo nos muestra que la población está aumentando, si es cero nos indica que la 

población no cambia, lo cual representa que el tratamiento tiene efecto bacteriostático, 

es decir, evita la duplicación bacteriana. Mientras que un valor negativo representa que 

la población bacteriana está disminuyendo porque produce muerte en la población 

micobacteriana, debido al efecto bactericida del compuesto evaluado (Schaechter et al., 

2006). En la tabla 9 se muestran las tasas de crecimiento de M. tuberculosis en cada 

tratamiento. 

  

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 9. Tasas de crecimiento de M. tuberculosis 

Condición 
Concentración 

(µg/mL) 

Tasa de 

crecimiento (µ) 

CONTROL ----- 0.294 

CUR 200 0.314 

NAC 
200 0.189 

500 -0.008 

NDGA 

200 0.118 

400 0.037 

500-1000 ----- 

MAN 

5 0.144 

10 0.141 

15 -0.409 

25-200 ----- 

RIF 25 ----- 

----- No hay crecimiento de M. tuberculosis 

 

En el cultivo de M. tuberculosis sin tratamiento (control) se observa una tasa de 

crecimiento de 0.294 en siete días, lo que representa que aproximadamente cada 2.36 

días las bacterias se duplican en las condiciones de cultivo antes descritas. Mientras 

que las bacterias cultivadas en presencia de CUR muestran un valor de 0.314, lo que 

significa que el crecimiento de una generación se da en 2.21 días. Este fenómeno 

puede deberse a que la curcumina se degrada rápidamente en el cultivo y favorezca su 

utilización como fuente de carbono.  

Con relación a esto se ha descrito que la CUR es inestable in vitro en condiciones 

fisiológicas (buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.2 y 37° C), ya que cerca del 90% se 

descompone en 30 min (Wang et al., 1997). El medio 7H9 contiene fosfatos 

monopotasico (1.1 g/mL) y disódico (2.8 g/mL), lo que podría favorecer el rompimiento 

de la CUR en moléculas más pequeñas que se pudieran usar como fuente de carbono.  

Además se sabe que M. tuberculosis utiliza compuestos fenólicos (ácido p-hidroxi-fenil-

alcanoico) como precursores para sintetizar glicopeptidolípidos fenólicos (PGL´s), 

moléculas involucradas en la patogenicidad (Perez et al., 2004). 



 

A pesar de que en nuestro modelo no se detectó actividad bactericida de la CUR, se ha 

reportado que dos derivados de este compuesto, como la demetoxicurcumina y la 

mono-O-metil-curcumina-isoxazola presentan actividad micobactericida con CMI de 7.8 

y 0.09 µg/mL respectivamente (Agrawal et al., 2008; Changtam et al., 2010).  

Con relación a los compuestos (NAC, NDGA y MAN) que muestran actividad anti-M. 

tuberculosis, la cual es dependiente de la concentración. La NAC a 200 y 500 µg/mL 

tiene actividad bacteriostática, ya que se disminuye la tasa de crecimiento a 0.189 y 

0.008 respectivamente controlando solo el crecimiento bacilar. Esta actividad puede 

deberse a su antagonismo con el aminoácido cisteína o a la inhibición de enzimas 

metabólicas con grupo sulfhidrilo, debido a su interacción con el grupo SH- (Parry and 

Neu, 1977; Zigmunt y Martin, 1968). 

El NDGA es bacteriostático a 200 y 400 µg/mL, pero a partir de 500 µg/mL es 

bactericida porque tiene una tasa de crecimiento negativa. Esta actividad puede estar 

relacionada con su semejanza estructural a los flavonoides. Hay evidencia que los 

flavonoides (buteina, isoliquirtigenina) poseen estructuras complejas que pudieran 

romper la pared celular e inhibir la síntesis de ácidos micólicos y grasos. Recientemente 

se ha reportado que el NDGA inhibe la anhidrasa carbónica de M. tuberculosis (Brown 

et al., 2007; Davis, et al., 2011; Nakayama et al., 2000; Tsuchiya et al., 1996). 

La MAN es bacteriostática a 5 y 10 µg/mL, ya que solo mantienen la tasa de 

crecimiento por debajo del cultivo control, pero a partir de 15 µg/mL tiene efecto 

bactericida sobre M. tuberculosis, ya que disminuye la población inicial (Tabla 9). Este 

compuesto puede diluir sustancias lipofílicas (compuestos en pared de M. tuberculosis) 

e inhibe enzimas involucradas en la glucolisis como: aldolasa, gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa y deshidrogenasa láctica (Nguyen y Marquis, 2011; Suksamrarn et al., 

2006). 

Investigaciones anteriores reportaron que la MAN purificada por cromatografía a partir 

del extracto metanólico de fruto del mangostán (pureza reportada del 98.5%), posee 

actividad contra M. tuberculosis. Se demostró que este compuesto a una concentración 

de 6.25 µg/mL, es capaz de evitar totalmente el crecimiento bacteriano a una 

concentración de 5X104 CFU/mL (Suksamrarn et al., 2003). En contraste en este 

trabajo la MAN se obtuvo comercialmente con una pureza del 99%. Además se pudo 

determinar que a 15 µg/mL tiene efecto bactericida en cultivo líquido a una 

concentración bacteriana de 1X10
6
 bacterias/mL 

 



 

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se pretende evaluar el efecto 

bactericida de NDGA, MAN y NAC en macrófagos humanos infectados con M. 

tuberculosis. Por lo que se evaluó su efecto tóxico en la línea celular de monocitos 

humanos THP-1. De los tres compuestos que tienen actividad bactericida solo el NDGA 

y la MAN presentan efecto citotóxico en las THP-1. 

El NDGA a partir de 2 µg/mL tiene efecto tóxico sobre los monocitos humanos THP-1, 

mientras que la CMI para M. tuberculosis es de 500 µg/mL. Se ha reportado que este 

compuesto en altas concentraciones (100 µM) rompe el citoesqueleto e inhibe la 

activación de cinasas, lo que induce la apoptosis en líneas celulares (Holland et al., 

2001; Nishimura et al., 2002; Park et al., 2004). Sin embargo, la modificación estructural 

del NDGA cambia su toxicidad in vivo, además se ha reportado que la dosificación 

diaria y continua con una dosis de 2250 mg/día es bien tolerada hasta seis meses (Lu, 

et al., 2010; Ryan et al., 2008). Este compuesto debido a su capacidad bactericida y 

tolerancia alta en humanos es un candidato a ser suplemento en el tratamiento contra la 

TB. 

La MAN tiene efecto tóxico sobre los monocitos humanos THP-1 con una concentración 

de 10 µg/mL, la que es menor a su CMI bactericida. Se reportó que la MAN promueve 

la activación de caspasas, lo que induce la apoptosis en células cancerígenas de 

leucemia (Matsumoto et al., 2004). En ratas, la administración oral de la MAN da una 

biodisponibilidad muy baja. Sin embargo, después de la administración intravenosa (2 

mg/mL) la biodisponibilidad fue de 3 min y se eliminó en 3.5 horas (Li et al., 2011).  

La NAC no tiene efecto tóxico en ninguna de las concentraciones evaluadas sobre los 

monocitos humanos THP-1, esto aunado a su actividad bacteriostática sobre M. 

tuberculosis, lo señalan como el candidato a ser ocupado como suplemento en el 

tratamiento contra la TB.  

 

9. PERSPECTIVAS. 

Determinar el efecto bactericida de NDGA, MAN y NAC en macrófagos humanos 

infectados con M tuberculosis  

Evaluar el efecto sinérgico de NDGA, MAN y NAC en presencia de isoniazida y 

rifampicina sobre el crecimiento de M. tuberculosis. Esto con el fin de disminuir la CMI 

de los fármacos de primera línea.   

 



 

10. CONCLUSIONES. 

El método colorimétrico MTT es un método rápido que cuantifica la actividad metabólica 

micobacteriana, la cual representa el crecimiento en medio líquido. Esto nos permitió 

hacer una selección primaria de compuestos con actividad anti-Mycobacterium 

tuberculosis.  

La técnica de cuantificación de las UFC nos permitió cuantificar el número de bacterias 

viables y evaluar el efecto de los compuestos sobre Mycobacterium tuberculosis 

H37Ra.  

El NDGA (500 µg/ml) y la MAN (25 µg/ml) poseen actividad bactericida contra 

Mycobacterium tuberculosis H37Ra evaluada por UFC.  

La NAC (500 µg/mL) presenta actividad bacteriostática sobre Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra evaluada por UFC. 

La CUR favorece el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis H37Ra, aumentando 

significativamente la tasa de crecimiento.  

El NDGA (2 µg/mL) y la MAN (10 µg/mL) presentan toxicidad sobre la línea celular de 

monocitos humanos THP-1 evaluada por MTT. 

La NAC no afecta la viabilidad de la línea celular de monocitos humanos THP-1 

evaluada por MTT.  
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12. ANEXOS 

 
Anexo 1. Ubicación taxonómica. 

Reino: Bacteria 

            Phylum: Actinobacteria 

     Clase: Actinobacteridae 

       Orden: Actinomycetales 

          Familia: Mycobacteriaceae 

               Género: Mycobacterium 

                     Especie: Mycobacterium tuberculosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Anexo 2. Composición de los medios de cultivo. 

Las cantidades mencionadas para cada uno de los componentes están consideradas 

en 900mL de agua.  

 

COMPONENTE 
MEDIO 7H10 

(gramos) 

MEDIO 7H9 

(gramos) 

Acido L-glutámico 0.5 0.5 

Agar 15 ----- 

Biotina 0.0005 0.0005 

Citrato de amonio férrico 0.04 0.04  

Citrato de sodio 0.4 0.1 

Clorhidrato de piridoxina 0.001 ----- 

Cloruro de calcio 0.0005 0.0005 

Fosfato disódico 1.5 2.5 

Fosfato monopotásico 1.5 1.0 

Piridoxina ----- 0.001 

Sulfato de amonio 0.5 0.5 

Sulfato de cobre 0.001 0.001 

Sulfato de magnesio 0.025 0.05 

Sulfato de zinc 0.001 0.001 

Verde de malaquita 0.00025 --- 

 

 

 

 

 



 

Anexo 3. Preparación de los compuestos naturales. 

Los compuestos se obtuvieron comercialmente. El NDGA es de sigma (No. Cat. 74540) 

con una pureza >97%. La CUR es de ENZO de lifescience (No. Cat. ALX-350-028) con 

una pureza >99%. La MAN tiene una pureza de >98.5% obtenida de Chengdu Biopurify 

Phytochemicals (No. Cat. A07045) y la NAC es de sigma con una pureza del 99% (No. 

Cat. A8199). 

Los compuestos naturales usados sufren foto-oxidación por lo que se preparan en 

fresco y en la obscuridad. Se preparó una solución stock de 10 mg/mL de cada 

compuesto. Debido a que son compuestos hidrofóbicos primero se diluyeron en 

dimetilsulfoxido (DMSO) y luego se adicionó medio 7H9 en una dilución 1:1. 

A partir del stock se hicieron diluciones seriadas para obtener un stock 10X de las 

concentraciones mencionadas: 5000, 4000, 3000, 2000, 1000, 500, 250, 100 y 50 

µg/mL. A las placas se les adicionaron 30µl del stock 10X para obtener las 

concentraciones deseadas en un volumen final de 300 µl. 

En las pruebas de citotoxicidad de los compuestos en la línea celular THP-1, se hicieron 

las diluciones de la misma manera, pero el primer stock se realizo con DMSO y medio 

RPMI complementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% en una dilución 1:1. Y las 

diluciones seriadas en RPMI con SFB. 
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