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Antimycobacterial activity of terpenes
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RESUMEN

Introduccién: La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis es la mayor causa de
mortalidad mundial por un unico agente patébgeno. Asimismo, un gran nimero de micobacterias no
tuberculosas, especialmente M. avium, M. intracellulare y M. chelonae, causan infecciones oportunistas
en pacientes con SIDA. Muchos terpenos poseen actividad bioldgica y se emplean en el tratamiento de
diversas enfermedades, razon que los hace fuente de moléculas promisorias. Objetivo: El objetivo del
presente estudio fue determinar la actividad antimicobacteriana de 16 terpenos contra M. tuberculosis
H37Rv y un aislamiento clinico de M. chelonae. Materiales y métodos: Se obtuvo la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los mismos y se realizaron curvas de letalidad para establecer actividad
bactericida, empleando una técnica de macrodilucion en caldo estandarizada para este tipo de compuestos
volatiles. Resultados: Los terpenos con menor valor de CMI fueron timol y carvacrol, con concentraciones
de 125-250 ug/mL, y actividad bactericida contra los dos microorganismos. Geraniol, mirceno, p-cimeno,
alfa-pineno, presentaron valores de CMI entre 250 y 500 pg/mL. Conclusiones: Algunos terpenos han
presentado actividad importante contra microorganismos del género Mycobacterium, sin embargo los
valores de CMI obtenidos no explican el efecto antimicrobiano presentado por el aceite completo, se
requiere evaluar las interacciones de sinergismo y/o antagonismo entre los terpenos para determinar los
componentes responsables de la accion farmacolégica. Salud UILS 2009; 41: 231-235
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ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis is the major source of global
mortality from a single pathogen. Moreover, a large number of nontuberculous mycobacteria, especially
M. avium, M. intracellulare and M. chelonae, cause opportunistic infection in AIDS patients. Terpenes,
possess a wide spectrum of biological activity and are used in the treatment of various diseases, reason
that makes them a source of promising molecules. Objective: To determine the antimycobacterial activity
of 16 terpenes against M. tuberculosis H37Rv and a clinical isolate of M. chelonae. Materials and
methods: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values of terpenes were obtained by macrodilution
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colorimetric method standardized for this kind of volatile compounds, time kill curves were determined to establish
bactericidal activity using CLSIM26-A method. Results: Terpenes with the lower MIC values were thymol and
carvacrol at concentrations of 125-250 pg/mL, showing bactericidal activity against both microorganisms. Geraniol,
myrcene, p-cymene, and alpha - pinene, showed MIC values ranging between 250-500 pug/mL. Conclusion: Some
terpenes have presented significant activity against microorganisms of the Mycobacterium genus, but the MIC
values obtained do not explain the antimicrobial effect showed by the complete oil, is necessary to assess the
interactions of synergism and / or antagonism between the terpenes to determine the components responsible for
Pharmacological. Salud ULS 2009; 41: 231-235
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium
tuberculosis 'y otros miembros del complejo
M. tuberculosis, es una enfermedad infecciosa
considerada entre los mayores problemas de salud
publica de lahumanidad, que afecta aproximadamente
a un 32% de la poblacion mundial'>. La mortalidad
de esta enfermedad ha aumentado debido al
sinergismo que presenta con la infeccion con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)'2. Por
otro lado, han complicado aun mas el control de la
TB la aparicion de aislamientos de M. tuberculosis
multidrogorresistentes (MDR), definidos como
los aislamientos resistentes por lo menos a los
medicamentos de primera linea, isoniazida y
rifampicina; asi como de aislamientos extensivamente
resistentes (XDR), que han desarrollado ademas de la
multidrogorresistencia, resistencia a los farmacos de
segunda linea como las fluoroquinolonas y al menos
uno de los inyectables (amikacina, kanamicina o
capreomicina)®. La organizacién mundial de la salud
(OMS) en su plan mundial para detener la TB 2006-
2015 estipula como meta para el aflo 2010 introducir
un nuevo farmaco o una asociacion de farmacos que
permita reducir la duracion del tratamiento a 3 6 4
meses y se espera que se pueda disminuir alin mas
el plan terapéutico, a 10 6 12 dias. Por los anteriores
motivos existe una necesidad urgente de encontrar
nuevos farmacos frente a esta enfermedad', en esta
busqueda los productos naturales provenientes de
plantas y otros organismos han sido considerados
una fuente importante de moléculas con actividad
antituberculosa con estructuras diversas'.
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Los aceites esenciales producidos por las plantas para
combatir el ataque de los agentes infecciosos, son mezclas
complejas de varias sustancias®. En los aceites esenciales
los terpenos son los compuestos mas abundantes, entre
sesquiterpenos y monoterpenos. Los aceites esenciales y
sus componentes mayoritarios poseen un amplio espectro
de actividad bioldgica, en particular antimicrobiana’.
Existen en el mundo pocos estudios que determinen la
actividad antituberculosa de los aceites esenciales y sus
componentes mayoritarios. En la literatura se encuentran
reportes de la actividad sobre M. tuberculosis de diversos
monoterpenos como geranilgeraniol conuna concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 1,56 pg/mL, geraniol (CMI
64 ng/mL), acetato de geranilgeranilo (CMI 3,13 pg/mL),
citronelol (CMI 64 pg/mL) y nerol (CMI 128 pg/mL)*>.
La ausencia de datos acerca de la actividad antituberculosa
de los aceites esenciales y sus componentes mayoritarios
es una evidencia importante de que este sigue siendo un
campo inexplorado que puede llegar a ser promisorio,
debido a la gran actividad antibacteriana que presentan este
tipo de sustancias®. El objetivo de este estudio fue evaluar la
actividad antimicobacteriana de 16 terpenos componentes
mayoritarios de aceites esenciales contra M. tuberculosis
H37Rv y un aislamiento clinico de M. chelonae con el fin
de identificar los compuestos responsables de la actividad
bioldgica.

MATERIALES Y METODOS

Terpenos

Se evaluaron 16 terpenos provenientes de Sigma-
Aldrich (Sigma, New Jersey, USA), los cuales estan
consignados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria de 17 monoterpenos contra Mycobacterium tuberculosis H3TRv y M. chelonae MNT 1407.

M. tuberculosis

M. chelonae MNT

H37Rv 1407

Terpeno CMI MG *(ng/mL) ES? CMI MG (ng/mL) ES
a-Pineno 198,42 72,16 >500 0
Carvacrol 125 0 250 0
Linalool >500 0 >500 0
Benzoato de benzilo 500 0 500 0
Geraniol 250 0 500 0
1-8 Cineol >500 0 >500 0
mirceno 250 0 >500 0
a-Felandreno 500 0 >500 0
Limoneno 314,98 144,33 >500 0
Eugenol >500 0 >500 0
6-metil-5-hepten- >500 0 >500 0
2-ona

Acetato de geranilo 396,85 144,33 >500 0
Timol 125 0 250 0
Carvona 396,85 144,33 >500 0
y-Terpineno 250 0 >500 0
p-Cimeno 250 0 >500 0
Isoniazida 0,25 0 >2 0
Rifampicina 0,25 0 0,5 0

* Media geométrica de la Concentracion Minima Inhibitoria, ® Error Standard

Microorganismos empleados

Se usaron la cepa de referencia Mycobacterium
tuberculosis H37Rv 'y el aislamiento clinico
Mycobacterium chelonae MNT 1407, este aislamiento
proviene de un paciente con infeccion posterior
al procedimiento de mesoterapia, su aislamiento
y clasificacion fenotipica fue llevado a cabo en el
Instituto Nacional de Salud por el Grupo Micobacterias
subdireccion Red Nacional de Laboratorios. La
clasificacion genotipica fue realizada en el Grupo
Micobacterias Subdireccion Investigacion.

Actividad antimicobacteriana

La actividad antimicobacteriana de los monoterpenos
fue evaluada siguiendo el protocolo de macrodilucion
en caldo descrito por Abate y col (1998) con las

modificaciones de Bueno y col (2009)%7, se empleo
el medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson and
Co., Sparks MD, USA) suplementado con OADC al
10% (oleic acid-albumin-dextrose-catalase) (Becton
Dickinson and Co., Sparks MD, USA) y 0,001% de
Tween 80 (Sigma, New Jersey, USA). La suspension
bacteriana de 2x10° UFC/mL diluida 1:20 en
Middlebrook 7H9 fue adicionada a tubos de vidrio con
tapa que contenian previamente las diluciones dobles
de los aceites esenciales a concentraciones entre 31,25
pg/mL a 500 pg/mL para ajustar un volumen final de 2
mL. Después de incubarlo por siete dias, fue agregado
a cada tubo 120 pL de una mezcla que contenia MTT
(5mg/mL) (Sigma, New Jersey, USA) con Tween 80
al 20% (Sigma, New Jersey, USA). El color violeta
indica crecimiento bacteriano. Los resultados se
leyeron al dia siguiente. Para pruebas estandar, se
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determino la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
de los farmacos isoniazida y rifampicina (Sigma, New
Jersey, USA) en cada ensayo. La CMI correspondio a
la mas baja concentracién que inhibio6 el crecimiento
microbiano. Las pruebas de susceptibilidad se
realizaron en tres dias distintos. Los resultados se
expresaron como la media geométrica + el error
estandar de los tres ensayos.

Curvas de letalidad

A los monoterpenos que presentaron mayor actividad se
les determino la actividad bactericida o bacteriostatica
mediante el ensayo de curvas de letalidad, empleando
la técnica de macrodilucion en caldo implementada por
el Clinical and Laboratory Standard Institute (1999),
con las modificaciones de Bueno y col (2009)78. La
actividad bactericida fue determinada en tubos de
vidrio que contenian 2 mL del medio Middlebrook 7H9
(Becton Dickinson and Co., Sparks MD, USA) medium
suplementado con 10% OADC (4cido oleico-albumina-
dextrosa-catalasa) (Becton Dickinson and Co., Sparks
MD, USA)y 0,001% de Tween 80 (Sigma, New Jersey,
USA). Para cada aceite y medicamento se evaluaron
concentraciones que correspondian a dos veces la
CMI, una vez la CMI y 0,5 veces la CMI. Se empleo
un indculo inicial de micobacterias correspondiente
a 10° UFC/ mL. Los tubos se incubaron a 37°C en
un Incubator Shaker Model G25 (New Brunswick
Scientific Co, New Jersey, USA), se tomaron muestras
cada dos dias hasta el dia sexto y se sembraron en tubos
con medio Lowestein-Jensenn. Isoniazida fue usado
como control. Los resultados se graficaron en escala
logaritmica de las Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro (Log,, UFC/mL).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la CMI de los 16 terpenos con los dos
microorganismos estan consignados en la Tabla 1. Los
terpenos mas activos frente a los dos microorganismos
fueron timol y carvacrol (CMI entre 125 y 250 ug/mL).
Se considera que el grupo hidroxilo presente en las dos
estructuras es clave para la actividad antimicrobiana’. La
actividad de los aceites esenciales puede ser explicada
por la alta concentracion de terpenos®!?, los cuales han
exhibido actividad antimicobacteriana in vitro*>. La
actividad antibacteriana de este tipo de compuestos
se debe a la perturbacion de la bicapa lipidica en la
membrana plasmatica, lo que conduce a una alteracion
de la permeabilidad'. La actividad antituberculosa de
timol y carvacrol ha sido reportada por otros autores
con valores de CMI entre 64-100 pg/mL'*"?; la
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diferencia con los resultados obtenidos en este estudio
es consecuencia de las técnicas de evaluacion de la
susceptibilidad empleadas (microdilucion en platos
plasticos de 96 pozos), debido a que estos compuestos
son altamente volatiles y se adhieren a los materiales
plasticos, factores éstos que alteran la CMI™. Timol
presento actividad bactericida contra H37Rv (Figura 1).
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Figura 1. Curva de letalidad de M. tuberculosis H37Rv en
Log,, CFU/mL frente a: a. isoniazida, b. carvacrol y c. timol
a concentraciones de dos veces la CMI (CMI-2X), una vez la
CMI (CMI-1X) y 0,5 veces la CMI (CMI-0,5X).
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Las diferencias entre las actividades biologicas de los
terpenos frente a los dos microorganismos pueden ser
explicadas por las diferencias en la composicion de la
pared de las micobacterias, conformada en su mayoria
por acidos micolicos; esta barrera enteramente lipidica
impide el paso de solutos a través de la misma y protege
a la micobacteria de los cambios ambientales'®.

La actividad de los terpenos por separado no explica
la actividad antimicobacteriana presentada por el
aceite esencial completo en anteriores estudios’. La
posible explicacion a este fenomeno es el sinergismo
entre los diversos componentes de la mezcla’. Es de
interés realizar ensayos de sinergismo mediante la
técnica del tablero de ajedrez con el fin de determinar
las interacciones entre los compuestos presentes en los
aceites esenciales.
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