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RESUMEN

RESUMEN

En los ultimos afos, la creciente aparicion de bacterias resistentes a los antimicrobianos ha
comprometido significativamente la salud publica a nivel global. Ante esta amenaza, la
Organizacién Mundial de la Salud ha identificado un grupo de bacterias prioritarias para la
investigacion y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, destacando Acinetobacter
baumannii resistente a carbapenémicos como prioridad de atencion critica. En este contexto, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana, antifarmacorresistencia
y antivirulencia de diez aceites esenciales de plantas nativas sobre cepas de referencia y aislados
clinicos A. baumannii, asi como explorar la relacién entre la composicion quimica del aceite
esencial y su actividad antiinfecciosa. Los aceites esenciales de Lippia origanoides, Bursera
simaruba y Piper auritum presentaron un compuesto mayoritario distintivo (mayor al 40% de
porcentaje de area del cromatograma), siendo éstos el timol, a-pineno y safrol, respectivamente.
En contraste, los demas aceites esenciales mostraron una composicion rica en sesquiterpenos.
En cuanto a la actividad antimicrobiana, los aceites esenciales de L. origanoides (Concentracion
minima inhibitoria = 125-250 ug/mL), P. auritum (concentracion minima inhibitoria = 1000 pug/mL),
P. amalago (concentracion minima inhibitoria = 1000 ug/mL) y Ambrosia hispida (concentracion
minima inhibitoria = 1000 ug/mL) fueron los Unicos que inhibieron el crecimiento de A. baumannii.
Ademas, los aceites esenciales de L. origanoides (concentracion inhibitoria del 50% = 43.9
pg/mL) y A. hispida (concentracion inhibitoria del 50% = 126.4 ug/mL) exhibieron una potente
actividad en la inhibicion de la produccion de violaceina en Chromobacterium vioaceum. En
particular, A. hispida demostré una notable actividad anti-catalasa (concentracion inhibitoria 50%
=292.5 yg/mL) y anti-biopeliculas (concentracion inhibitoria 50% = 166.3-188.2 ug/mL). Mediante
microscopia electronica de barrido se encontraron cambios en la estructura y densidad de las
biopeliculas de A. baumannii tratadas con aceite esencial de A. hispida. Por otro lado, las
concentraciones citotoxicas de los aceites esenciales de L. origanoides y A. hispida fueron mas
altas que las concentraciones efectivas sobre A. baumannii. Adicionalmente, se llevaron a cabo
analisis quimiométricos para identificar los posibles metabolitos responsables de la actividad
antiinfecciosa de los aceites esenciales. Algunos de ellos fueron: timol, p-cimeno, safrol, a-pineno,
espatulenol. En este trabajo se describe por primera vez la actividad antiinfecciosa del aceite
esencial de varias especies nativas de la peninsula de Yucatan. Los hallazgos de esta
investigacion sugieren que los aceites esenciales pueden constituir una estrategia prometedora

para enfrentar la resistencia antimicrobiana.




ABSTRACT

ABSTRACT

In recent years, the increasing emergence of antimicrobial-resistant bacteria has significantly
compromised the global public health. In response to this threat, the World Health Organization
has identified a group of priority bacteria for research and development of novel therapeutic
strategies, highlighting carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii as a critical priority. A
promising approach for discovering new therapeutic alternatives involves investigating the
essential oils of aromatic medicinal plants native to the Yucatan peninsula. In this context, the
present study aimed to evaluate the antimicrobial, antibiotic resistance-modulating, and
antivirulence activities of ten essential oils from native plants against reference strains and clinical
isolates of A. baumannii, and to explore the relationship between their chemical composition and
anti-infective activity. The chemical composition of the essential oils was characterized using gas
chromatography-mass spectrometry. The essential oils of Lippia origanoides (thymol), Bursera
simaruba (a-pinene), and Piper auritum (safrole) exhibited a distinctive major compound, whereas
the remaining essential oils were rich in sesquiterpenes in low proportions. Regarding
antimicrobial activity, the EOs of L. origanoides (MIC=125-250 ug/mL), P. auritum (MIC=1000
pg/mL), P amalago (MIC=1000 pg/mL), and Ambrosia hispida (MIC=1000 pg/mL) were the only
ones that inhibited A. baumannii growth. Furthermore, the essential oils of L. origanoides
(IC50=43.9 pg/mL) and A. hispida (ICs=126.4 ug/mL) exhibited potent anti-quorum sensing (QS)
activity. Notably, A. hispida demonstrated remarkable anti-catalase (1Cs0=292.5 pg/mL) and
antibiofilm (1Cs0=166.3-188.2 ug/mL) activities. The antibiofilm activity of A. hispida essential oil
was confirmed by scanning electron microscopy. Concerning resistance modulation, the essential
oils of L. origanoides and P. auritum significantly reduced the minimum Inhibitory concentration of
amikacin and imipenem. Additionally, cytotoxicity assays indicated that the concentrations of L.
origanoides (CCs0=139.5 ug/mL) and A. hispida (CCs0=259.8 ug/mL) essential oils responsible for
antivirulence and antibiotic resistance-modulating activities were below the toxic threshold for Vero
cells. Chemometric analyses were performed to identify metabolites responsible for the anti-
infective activity of bioactive essential oils. The findings of this study suggest that essential oils

may serve as a promising strategy for combating antimicrobial resistance.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas representan un desafio significativo para la salud publica debido
a que no se ha logrado un control efectivo de estas enfermedades que siguen afectando a
millones de personas en todo el mundo. Dentro de las enfermedades infecciosas, las bacterias
son los agentes etiolégicos mas frecuentes (Palomo et al., 2010). El tratamiento de estas
infecciones involucra el uso de agentes antimicrobianos que inhiben el crecimiento de las
bacterias causantes. Sin embargo, en los ultimos afios la resistencia a los antimicrobianos (RAM)
esta comprometiendo dramaticamente el éxito de estos tratamientos, asi como la salud humana

global (Magiorakos et al., 2012).

La RAM es la capacidad que adquieren las bacterias para evadir la accion de los farmacos
antimicrobianos, ésta es un problema mundial creciente y se ha convertido en un obstaculo
importante en el tratamiento de las infecciones. La RAM conlleva al incremento de los costos
médicos, estancias hospitalarias mas largas y un aumento en la mortalidad (Dadgostar, 2019).
Se estima que las muertes asociadas a patdégenos resistentes ascenderan a 10 millones para el
afo 2050. En respuesta a esta creciente amenaza, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
ha identificado bacterias de atencion prioritaria para la investigacion y desarrollo de nuevos
tratamientos eficaces, basandose en criterios como la mortalidad, la carga comunitaria, la
prevalencia de resistencia y la transmisibilidad. En esta lista destaca Acinetobacter baumannii
(OMS, 2024).

Se ha documentado la capacidad de A. baumannii de adquirir diferentes mecanismos de
resistencia como la formacién de biopeliculas y la expresion de bombas de eflujo. Ademas,
destaca por las escasas opciones terapéuticas disponibles para su tratamiento, asi como por los
elevados indices de mortalidad de las infecciones ocasionadas por esta bacteria (Sarshar et al.,
2021). En México, se ha documentado la elevada prevalencia de A. baumannii resistente a
multiples farmacos en diferentes estados del pais incluida nuestra regidon (Uc-Cachén et al., 2023,
Garza-Gonzalez et al., 2019; Uc-Cachén et al., 2019).

Ante el escaso desarrollo de nuevos antimicrobianos, es crucial buscar alternativas terapéuticas
que ademas de inhibir el crecimiento de cepas resistentes, también actuen sobre los mecanismos
de resistencia y factores de virulencia bacteriana, reduciendo asi su patogenicidad (Ugboko et
al., 2020).

Una alternativa para abordar esta problematica es la busqueda de estos agentes antimicrobianos

a partir de extractos vegetales. Las plantas medicinales aromaticas (PMA) han sido reconocidas
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como una valiosa fuente de compuestos bioactivos con propiedades terapéuticas. Los aceites
esenciales (AEs) que se extraen a partir de las PMA han demostrado tener actividad
antimicrobiana. Ademas, una de las ventajas del uso de los AEs reside en su capacidad para
obstaculizar el desarrollo de RAM, debido a su compleja composicion quimica. Por ello, se
presentan como una alternativa para la busqueda de nuevas opciones de tratamiento contra
infecciones causadas por A. baumannii resistente a multiples farmacos (Valdivieso et al., 2019;
Yap et al., 2014).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana, antifarmacorresistencia y
antivirulencia de AEs de plantas nativas de la peninsula de Yucatan sobre cepas de A. baumannii
resistentes a multiples farmacos y dilucidar la relacién entre esta actividad y la composicion
quimica de los AEs.
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1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Enfermedades infecciosas y mecanismos de virulencia

Las enfermedades infecciosas son trastornos causados por la presencia y multiplicacion de
organismos patdégenos, como bacterias, virus, hongos, protozoos o parasitos, en un hospedero
(Palomo et al., 2010). Un proceso infeccioso representa la interaccién de un microorganismo con
un macroorganismo (e.g. el humano) bajo ciertas condiciones ambientales. Esta interaccion
puede ser variable dependiendo de factores como las caracteristicas del microorganismo, la
cantidad del inéculo y factores dependientes del huésped como la respuesta inmunitaria. A pesar
de los notables avances en el desarrollo de antimicrobianos y la aplicacion de la inmunoterapia,
en las ultimas décadas, no se ha logrado un control efectivo de estas enfermedades, que
contindan afectando a una cifra considerable de individuos, sobre todo en paises en vias de
desarrollo (Lee et al., 2020; Gayer et al., 2007). Ademas, las enfermedades infecciosas son

consideradas un importante problema de salud publica (Palomo et al., 2010).

Dentro de las enfermedades infecciosas, las bacterias son los agentes etiologicos mas
frecuentes. Las bacterias poseen mecanismos de patogenicidad especificos que desarrollan para
superar las defensas de un hospedero y causar infeccion (Doron y Gorbach, 2008). Estas
caracteristicas les permiten invadir el ambiente del hospedero, expresar receptores superficiales
especializados para su adhesion, permanecer en estos sitios a través de procesos de
colonizacién, evadir al sistema inmune y finalmente causar dafio tisular con el fin de lograr acceso
a fuentes de nutrientes necesarios para su crecimiento y reproduccion. Estos mecanismos
también se conocen como factores de virulencia (Pontes et al., 2020), que la bacteria expresa de
forma especifica en condiciones de infeccion, no son esenciales para su viabilidad, pero son
necesarios para la patogénesis. Los factores de virulencia son parte integral de la enfermedad y
en su ausencia, generalmente las bacterias no pueden causar la infeccion (Diaz-Nufez et al.,
2021).

La virulencia se describe como la capacidad de un organismo para infectar al huésped y causar
una enfermedad. Los factores de virulencia son las moléculas que ayudan a la bacteria a colonizar
al huésped a nivel celular. Estos factores son de naturaleza secretora, asociada a membrana o
citosolica. Los factores citosdlicos facilitan que la bacteria experimente rapidos cambios
adaptativos: metabdlicos, fisiolégicos y morfoldgicos. Los factores de virulencia asociados a la

membrana ayudan a la bacteria a adherirse y evadir la célula huésped. Los factores secretores
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son componentes importantes del arsenal bacteriano que ayudan a la bacteria a atravesar la
respuesta inmune innata y adaptativa montada dentro del huésped (Sharma et al., 2017). Estos
mecanismos son, por ejemplo, la produccién de adhesinas, que se adhieren a las células del
hospedero y facilitan la colonizacion; toxinas, que provocan la muerte celular o alteran las vias
de sefializacion en las células de mamiferos; sistemas de secrecion especializados para liberar
moléculas efectoras; enzimas de virulencia que participan en la degradacion de componentes
importantes de las células inmunitarias del huésped, como las catalasas, que degradan las

especies reactivas de oxigeno producidas por los neutréfilos (Gtowacka et al., 2018) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Factores de virulencia bacterianos (tomado de Leitdo, 2020).

Se ha documentado que varios de estos mecanismos de virulencia son regulados por un sistema
de senalizacién denominado quorum sensing (QS) (Jiang et al., 2019). Las bacterias sintetizan
compuestos quimicos que facilitan la comunicacion entre ellas y, ademas, poseen la capacidad
de percibir las condiciones del entorno y compartir informacién mediante moléculas
sefalizadoras. Las bacterias son capaces de detectar la concentracién de dichos compuestos
para activar la expresidon de genes especificos y desencadenar una respuesta coordinada. Las
moléculas sefial mas frecuentemente encontradas son las N- acil-homoserina lactonas (AHLs),
que consisten en un anillo de homoserina lactona unido a un acido graso a través de un enlace
amida, formando una cadena lateral de longitud variable. El sistema predominante de AHLs en
bacterias Gram negativas es mediado por las proteinas Luxl y LuxR. Las moléculas sefal AHLs,
producidas por la enzima sintasa Luxl, se difunden al interior de la célula y se acumulan hasta
alcanzar una concentracion suficiente. En este punto, las AHLs se unen a la proteina reguladora
LuxR, lo que desencadena la activacion o represion de los genes especificos relacionados con el
QS (Mukherjee y Bassler, 2019) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Mecanismo de quorum sensing en Chromobacterium violaceum (tomado de Dimitrova et al.,
2023).

La interrupcién de las vias del QS en la bacteria es una estrategia atractiva de amplio espectro
para reducir la patogénesis bacteriana y promover la susceptibilidad a las defensas inmunitarias
del huésped, esto sin provocar ninguna presion evolutiva que genere la aparicion de mecanismos
de resistencia a los antimicrobianos (Sionov, y Steinber, 2022). Actualmente, se sabe que el
sistema QS es un objetivo prometedor para inhibir y controlar la patogénesis bacteriana. La
evolucion de diferentes moléculas naturales o sintéticas utilizadas como antagonistas del sistema
QS puede ser la préxima generacion de sustancias terapéuticas utilizadas para luchar contra la
resistencia a los antibiéticos (Dimitrova et al., 2023). Los compuestos que suprimen la cascada
bacteriana de QS por cualquier mecanismo se denominan inhibidores de deteccién de quérum.
Estos compuestos actuan interrumpiendo las vias de sefializacion, controlando los factores de
virulencia y la supervivencia microbiana. Los inhibidores de quorum son moléculas con el
potencial de inhibir procesos regulados por QS, como la bioluminiscencia, la fluorescencia, la
formacion y dispersion de biopeliculas, la produccién de pigmentos y la actividad enzimatica,
deteniendo asi la comunicacién bacteriana que, a su vez, conduce al control de la patogenicidad.
En los ultimos afios, uno de los microorganismos mas populares utilizados en las investigaciones
de la inhibicién del sistema de QS ha sido la bacteria Chromobacterium violaceum cuyo
mecanismo QS es analogo al presentado por las bacterias Gram negativas. Su capacidad
indicadora, relacionada con la biosintesis de violaceina, una caracteristica regulada por el
sistema de QS, la convierte en un microorganismo adecuado para identificar vias de sefalizacion

entre células. Esta caracteristica puede resultar util para la realizacion de diversos ensayos
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cualitativos y cuantitativos para describir y caracterizar la comunicacién y regulacién bacteriana
(Mion et al., 2021). Los metabolitos y compuestos pueden afectar el sistema QS de tres maneras:
(1) inhibiendo la funcion Luxl sintasa, (2) degradando las moléculas de senalizacion y, por ultimo,
(3) interrumpiendo el proceso de sefalizacion dirigiéndose al receptor Cvir analogo de LuxR
(Figura 1.3.).
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Figura 1.3. Mecanismos de inhibicion del quorum sensing (tomado de Dimitrova et al., 2023).
1.1.2. Resistencia antimicrobiana

El tratamiento de las infecciones generalmente implica el uso de agentes antimicrobianos,
farmacos especializados en la inhibicidn del crecimiento bacteriano o la muerte celular. Los
antimicrobianos actuan de diferentes formas. Algunos interfieren con la capacidad de las
bacterias para sintetizar su pared celular, lo que debilita su estructura y las hace mas susceptibles
a la lisis celular. Otros tipos de antimicrobianos pueden interferir con procesos metabdlicos
esenciales, inhibiendo su capacidad de reproduccion y supervivencia. Ademas, pueden atacar
especificamente componentes claves para su mantenimiento, como sus proteinas o acidos
nucleicos (Chokshi et al., 2019). Aunque los agentes antimicrobianos han demostrado ser

efectivos contra las infecciones, las opciones terapéuticas disminuyen con la apariciéon de la RAM.

La RAM, que ocurre cuando cambios genéticos y estructurales en las bacterias ocasionan que

los farmacos utilizados para tratar infecciones se vuelvan menos efectivos, se ha convertido en
una de las principales amenazas para la salud publica mundial (Magiorakos et al., 2012). Esto

debido a la escasez o ausencia de agentes antimicrobianos eficaces disponibles para tratar las
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infecciones causadas por bacterias resistentes, lo que se traduce en un aumento de las estancias
hospitalarias, los costos médicos y la mortalidad (Dadgostar, 2019). El panorama se agrava con
la aparicion de cepas multidrogorresistentes (MDR, por sus siglas en inglés), que presentan
resistencia a tres o0 mas grupos quimicos de farmacos antimicrobianos; de drogorresistencia
extendida (XDR, por sus siglas en inglés) que presentan resistencia a todos los grupos quimicos
de antimicrobianos a excepcion de uno o dos; pandrogorresistentes (PDR, por sus siglas en
inglés) que presentan resistencia a todos los grupos de antimicrobianos conocidos (Magiorakos
et al.,, 2012). Las bacterias resistentes pueden afectar tanto entornos comunitarios como
hospitalarios y pueden estar involucradas en cualquier tipo de infeccién, incluyendo infecciones
respiratorias, del tracto urinario, del torrente sanguineo (sepsis), posquirurgicas (heridas) y

neumonias, por mencionar algunas (Gnimatin, 2022).

Una revisién sobre la RAM, encargada por el gobierno del Reino Unido, argumentd que las
infecciones causadas por bacterias resistentes podrian matar a 10 millones de personas por afio
para 2050, superando a otras enfermedades como la diabetes o el cancer (O'Neill, 2016). Datos
recientes reflejan un panorama de 1.27 millones de muertes anuales que se atribuyen
directamente a infecciones causadas por bacterias resistentes (Murray et al., 2022). Segun la
OMS, la RAM es una de las mayores amenazas para la salud global, la seguridad alimentaria y
el desarrollo sostenible. En consecuencia, en 2024 la OMS publicé un listado de las bacterias de
atencioén prioritaria para la investigacion y desarrollo de tratamientos nuevos y eficaces. La
seleccion de dichas bacterias se baso en los siguientes criterios: mortalidad por todas las causas,
asistencia sanitaria y carga comunitaria, prevalencia de resistencia, tendencia de resistencia en
10 afos, transmisibilidad, capacidad de prevencidon en entornos hospitalarios y comunitarios

(OMS, 2024). En el nivel de prioridad critica se distingue A. baumannii (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Patdégenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (2024).
Prioridad Especie y resistencia

Critica Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos

Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de 32 generacion y
carbapenémicos

Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina

Alta Salmonella Typhi., resistentes a las fluoroquinolonas
Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas
Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos
Salmonella no tifoidea resistentes a las fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina y fluoroquinolonas

Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina

Media Estreptococos del Grupo A resistente a macrélidos
Streptococcus pneumoniae, resistente a macrolidos
Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina

Estreptococos del Grupo B resistentes a penicilinas

1.1.3. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo, Gram negativo, patdégeno oportunista y aerobio
estricto. La mayoria de las especies del género Acinetobacter son microorganismos que se
encuentran en el ambiente natural e incluso forman parte del microbioma de la piel. Sin embargo,
A. baumannii es particularmente prevalente en entornos hospitalarios. A. baumannii puede causar
una variedad de infecciones en humanos, especialmente en pacientes hospitalizados con
sistemas inmunolégicos comprometidos. Con menos frecuencia, A. baumannii también puede
causar infecciones adquiridas en la comunidad, como neumonia o infecciones cutaneas.
(Whiteway et al., 2022; Antunes et al., 2014).

Mientras que en la década de 1970 se pensaba que A. baumannii era sensible a la mayoria de
los antimicrobianos, hoy en dia exhibe resistencia a un gran nimero de grupos farmacolégicos
como los aminoglucésidos, fluoroquinolonas y carbapenémicos (Sarshar et al., 2021). La
aparicion de cepas resistentes a los agentes antimicrobianos ampliamente prescritos conduce a

una alta tasa de fracaso terapéutico y a una mayor tasa de mortalidad de infecciones causadas
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por A. baumannii. EI mal prondstico de las infecciones coloca a esta bacteria entre la lista de
patdgenos de "principal amenaza critica” aunado a que se han aislado cepas PDR en varios
paises (Karakonstantis et al., 2020; Gottig et al., 2014). Se ha reportado que la mortalidad puede
ser hasta del 80% cuando existe infeccion por A. baumannii resistente a carbapenémicos en
pacientes hospitalizados (OMS, 2024; Vanegas-Munera et al., 2014). En 2022, se estimé que las
muertes atribuibles a infecciones causadas por A. baumannii resistente alcanzaron cifras de

287,397 casos a nivel global con una tendencia al aumento (Whiteway et al., 2022).

En México, se ha documentado la elevada prevalencia de A. baumannii resistente a multiples
farmacos en varios estudios (Morfin-Otero et al., 2018; Alcantar-Curiel et al., 2014; Morfin-Otero
et al., 2012). También destaca el reporte de brotes de infecciones causadas por A. baumannii en
unidades hospitalarias asociados con altos indices de mortalidad (Portillo-Gallo et al., 2022;
Cardiel et al., 2021). Recientemente, un estudio multicéntrico realizé un analisis de casi 23,000
cepas bacterianas en 45 centros clinicos de 20 entidades del pais, en el que se reporté que un
53% del total de cepas analizadas de A. baumannii fueron resistentes a multiples farmacos
(Garza-Gonzalez et al., 2019). En Yucatan, se ha documentado en dos estudios una elevada
prevalencia (mayor al 80%) de A. baumannii MDR aislado de pacientes en unidades de cuidados

intensivos en un hospital de tercer nivel (Uc-Cachon et al., 2023; Uc-Cachén et al., 2019).

Las cepas de A. baumannii pueden desarrollar resistencia a los antimicrobianos por diferentes

mecanismos (Figura 1.4.), entre ellos:
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Figura 1.4. Mecanismos de farmacorresistencia identificados en Acinetobacter baumannii (fomado de
Namyslowska et al., 2015).

a) Formacion de biopeliculas: estructuras complejas formadas por comunidades de bacterias
adheridas a una superficie y envueltas en una matriz polimérica. Estas comunidades

bacterianas pueden formar biopeliculas en una amplia variedad de superficies, como
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b)

dispositivos médicos o tejidos bioldgicos. Las biopeliculas bacterianas son altamente
organizadas y tienen una estructura tridimensional. La matriz polimérica que las envuelve
estd compuesta principalmente por polisacaridos, aunque también puede contener
proteinas, ADN vy lipidos. La matriz de las biopeliculas confiere un escudo mecanico y
bioguimico que crea un entorno propicio para reducir la eficacia de los antimicrobianos.
Este entorno se caracteriza por la presencia de bajas concentraciones de oxigeno, un pH
bajo, niveles elevados de didxido de carbono y una disponibilidad reducida de agua (Singh
et al., 2017). La capacidad de las cepas de A. baumannii para formar biopeliculas facilita
su colonizacion en superficies, incluidos instrumentos médicos como catéteres
permanentes y tubos endotraqueales (Badave y Kulkarni, 2015).

Bombas de eflujo: proteinas de membrana que tienen la capacidad de expulsar los
antibidticos al espacio extracelular. Este mecanismo ocurre de forma activa, gracias a la
energia de protones, derivada del potencial electroquimico a uno y otro lado de la
membrana citoplasmatica, o por un sistema relacionado con el ATP (Abdi et al., 2015).
Las bombas de eflujo también podrian participar en una etapa temprana de la infeccién,
como la adhesion a las células huésped y la posterior colonizacién en el huésped. Las
bombas eliminan de la célula moléculas farmacolégicas generalmente utilizadas en la
terapia. Los genes y las proteinas de la bomba de eflujo existen en todos los
microorganismos y varios estudios han demostrado que las bombas de expulsion en
bacterias pueden reducir la susceptibilidad a los antibiéticos. Las bombas de eflujo pueden
ser especificas para un sustrato o pueden transportar una variedad de compuestos
estructuralmente diferentes, asi como también antibiéticos de diferentes clases quimicas.
Especificamente, la capacidad de A. baumannii para resistir multiples farmacos se ha
relacionado con el aumento en la actividad de las bombas de eflujo, lo que limita la eficacia
de los tratamientos. Por lo tanto, para abordar este desafio, los investigadores estan
enfocando sus estudios en la busqueda de sustancias, ya sean naturales o sintéticas, que
puedan inhibir o modular estas bombas de eflujo (Ardehali et al., 2019).

Inactivacion enzimatica de los farmacos: La mayoria de los antimicrobianos actuan
uniéndose especificamente a sitios diana dentro de la célula bacteriana. Sin embargo,
algunas bacterias han desarrollado multiples enzimas que inactivan antimicrobianos
clinicamente relevantes como los betalactamicos, los carbapenémicos y los
aminoglucésidos. La produccion de enzimas conocidas como B-lactamasas es uno de los
principales mecanismos de resistencia bacteriana; éstas hidrolizan el anillo B-lactamico

de los farmacos antimicrobianos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
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carbapenémicos) inactivandolos (Rasko y Esperandio, 2010). Otras enzimas relevantes
son las carbapenemasas, que inactivan exclusivamente los farmacos carbapenémicos
(imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem) (Saranathan et al., 2015).

d) Modificacion de sitios diana: Algunas bacterias tienen la capacidad de modificar de
manera especifica la estructura molecular de los sitios diana de los farmacos
antimicrobianos. Las modificaciones de estos sitios generalmente son resultado de
procesos mutacionales en el genoma bacteriano. Estas mutaciones se producen de
manera espontanea en los genes que codifican los sitios de destino y, con frecuencia,
surgen como respuesta a la presion selectiva ejercida por la presencia de agentes
antimicrobianos. Entre las alteraciones mas comunes se encuentran las mutaciones en
los genes que codifican la ARN polimerasa y la ADN girasa, las cuales confieren a la

bacteria resistencia a las fluoroquinolonas (Martinez-Trejo et al., 2022).

La alta incidencia de infecciones causadas por A. baumannii resistente a multiples farmacos vy el
escaso desarrollo de nuevos antibiéticos ha puesto en evidencia la necesidad de buscar nuevos
agentes farmacoldgicos que ademas de inhibir el crecimiento de cepas resistentes, tengan un
efecto sobre los mecanismos de virulencia y resistencia bacteriana disminuyendo su
patogenicidad. Las PMA han sido reconocidas como una valiosa fuente de compuestos bioactivos

con propiedades terapéuticas (Ugboko et al., 2020).
1.1.4. Plantas medicinales aromaticas y aceites esenciales

En México, se han reportado entre 3,000 a 5,000 especies de plantas medicinales, tanto nativas
como introducidas, utilizadas por los pueblos originarios. Este conocimiento ancestral, ademas
de su valor cultural, representa la base de la medicina tradicional mexicana (MTM) (Gonzalez-
Stuart, 2009). La importancia de las plantas medicinales radica en su contribucion como
proveedora de atencion primaria de salud a nivel comunitario (OMS, 2022). Un grupo importante
de plantas utilizadas en la MTM se encuentra representado por plantas aromaticas, especies que
producen compuestos volatiles, que, al ser liberados, les confieren un aroma caracteristico
(Calvo-Irabien et al., 2022). Las PMA abarcan una gran variedad de especies principalmente de
las familias Asteraceae, Verbenaceae, Lamiaceae y Solanaceae. Estas tienen un papel
fundamental como una fuente primordial en la busqueda de compuestos con actividad
antibacteriana (Ghavam et al., 2022; Khoury et al., 2016; Christaki et al., 2012). Se ha logrado
demostrar que una amplia variedad de extractos y compuestos derivados de PMA exhiben una
actividad efectiva frente a bacterias resistentes causantes de enfermedades infecciosas (Grigore-

Gurgu et al., 2022; Christaki et al., 2012). Esta evidencia confirma el potencial terapéutico de los
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compuestos obtenidos de estas especies en el tratamiento de infecciones y resalta la importancia

de explorar mas a fondo su actividad farmacolégica (Munda et al., 2019).

Los AEs constituyen mezclas complejas y variables de metabolitos, principalmente
pertenecientes al grupo de los terpenos. Asimismo, incluyen compuestos aromaticos derivados
de fenilpropanos y pueden contener productos degradados de metabolitos no volatiles como
acidos y fitoesteroles. Estos aceites se caracterizan por ser liquidos a temperatura ambiente (TA),
presentando densidades generalmente inferiores a la del agua. Poseen un indice de refraccion
elevado y la gran mayoria exhibe la propiedad de rotar el plano de la luz polarizada.
Adicionalmente, se consideran liposolubles y solubles en disolventes organicos (Sadgrove et al.,
2022). Estos se extraen de partes vegetales (generalmente hojas y flores) por medio de la técnica
de hidrodestilacion, que consiste en el calentamiento de la muestra vegetal en agua, generando
vapor que arrastra los compuestos volatiles presentes en la planta, este vapor se condensa
posteriormente, obteniendo asi una mezcla de agua y AE, que luego se separa por medio de

decantacion (Katekar et al., 2022).

Los AEs se caracterizan quimicamente por ser mezclas de entre 20 y hasta 300 o mas
componentes volatiles, los cuales se encuentran presentes en concentraciones significativamente
variables. En estas mezclas, algunos compuestos se encuentran en concentraciones elevadas,
alcanzando porcentajes que oscilan entre el 30 y el 70% del perfil cromatografico, mientras que

otros se encuentran en cantidades minimas o trazas (menor al 1%) (Barbosa et al., 2016).
1.1.5. Quimica de los terpenos

Los terpenos son el principal grupo de metabolitos secundarios encontrados en los AEs, son la
clase de metabolitos secundarios mas grande y se encuentra ampliamente distribuida en los
seres vivos, principalmente en plantas (Gershenzon y Dudareva, 2007). La biosintesis de los
terpenos se realiza principalmente a través de dos rutas metabdlicas: la ruta del acido mevalénico
que se lleva a cabo en el citosol y la ruta del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, cuyo proceso ocurre
en los plastidios. Ambas rutas son responsables de sintetizar el isopentenil pirofosfato y el
dimetilalil pirofosfato, que son los precursores universales para la formacién de todos los
terpenos. Una vez que se han producido estos precursores, se utilizan para la biosintesis de
terpenos mediante reacciones de polimerizacién y ciclizacién (Perveen y Taweel, 2018). Los
terpenos estan basados estructuralmente en unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno)
(Dewick, 2009) (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Estructura quimica del isopreno.

Los terpenos se clasifican de acuerdo con el niumero de unidades de isopreno que los conforman,

como se describe en la tabla 1.2. (Mabou y Yossa, 2021).

Tabla 1.2. Clasificaciéon de los terpenos.
Numero de

Nombre Caracteristicas
carbonos
Formados por una unidad de isopreno y cuyo precursor es el dimetilalil
5 hemiterpenos  pirofosfato.
Formados por dos unidades de isopreno y cuyo precursor es el geranil
pirofosfato. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmente
10 monoterpenos . .
en aceites esenciales.
. Formados por tres unidades de isopreno y cuyo precursor es el farnesil
15 sesquiterpenos . S .
pirofosfato. Estos se encuentran principalmente en plantas superiores.
. Formados por cuatro unidades de isopreno y cuyo precursor es el geranil
20 diterpenos ; . .
pirofosfato. Se encuentran en casi todas las familias de plantas.
30 triterpenos Formados por seis unidades de isopreno.

Los monoterpenos son el grupo de la serie terpénica mas volatil y constituyen una de las
fracciones mas importantes en los AEs de muchas plantas. Los monoterpenos se dividen en dos
grandes grupos: los hidrocarbonados, que no contienen atomos de oxigeno, y los monoterpenos
oxigenados, que incluyen grupos funcionales como alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y
éteres. Entre los monoterpenos hidrocarbonados mas comunes se encuentran el a-pineno, el
limoneno, el terpineno y el geraniol, los cuales presentan una amplia gama de propiedades
farmacoldgicas, que incluyen actividades antimicrobianas, antiinflamatorias, antioxidantes vy
analgésicas (Ashour et al., 2010). La biosintesis de los monoterpenos ocurre principalmente en
los plastidios, a través de la ruta del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, aunque también puede
generarse en menor medida a través de la via del acido mevaldnico en el citoplasma. La
estructura de estos compuestos puede ser lineal, como en el caso del limoneno, o ciclica, como
en el a-pineno, lo que influye directamente en su reactividad y en las propiedades organolépticas.
Ademas, los monoterpenos pueden sufrir transformaciones oxidativas o de hidrogenacion, lo que
da lugar a terpenoides oxigenados como timol o carvacrol con mayores propiedades
antibacterianas (Dehsheikh et al., 2020).
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Los sesquiterpenos estan compuestos por quince atomos de carbono, derivados de la unién de
tres unidades de isopreno. De la misma forma que los monoterpenos, los sesquiterpenos también
pueden clasificarse como hidrocarbonados y oxigenados. Quimicamente, los sesquiterpenos
presentan una diversidad estructural notable que incluye compuestos lineales, monociclicos,
biciclicos e incluso triciclicos, y muchos de ellos poseen grupos funcionales oxigenados como
alcoholes, cetonas y aldehidos. Ejemplos comunes incluyen el B-cariofileno, un sesquiterpeno
biciclico con propiedades antiinflamatorias; el biciclogermacreno y el a-humuleno, conocidos por
sus efectos analgésicos y anticancerigenos (Ashour et al, 2010). Los sesquiterpenos
desempenan roles ecoldgicos fundamentales en las plantas, actuando como mediadores en
interacciones bidticas y abidticas: pueden servir como repelentes de herbivoros, atrayentes de

polinizadores, y agentes defensivos frente a microorganismos patégenos (Feng et al., 2022).

Los diterpenos, si bien su presencia en los AEs es menos frecuente en comparacion con los
monoterpenos y sesquiterpenos, desempefan un papel significativo en la quimica de estos
extractos debido a su estructura compleja y sus propiedades bioactivas. Estos compuestos se
caracterizan por ser menos volatiles que los monoterpenos y sesquiterpenos, lo que limita su
contribucién al aroma de los AEs, pero amplifica su importancia en términos de bioactividad.
Ejemplos prominentes incluyen el fitol, un diterpeno lineal que es precursor de la clorofila y el
acido abietanico, caracteristico de coniferas y conocido por sus propiedades antimicrobianas.
Estos compuestos suelen contener grupos funcionales como alcoholes, acidos carboxilicos,

ésteres y lactonas, que les confieren diversas propiedades bioldgicas (Islam et al., 2016).
1.1.6. Factores que influyen en la composiciéon quimica de los aceites esenciales

La composicion quimica de los AEs es el resultado de una interacciéon compleja entre factores
genéticos, ambientales y experimentales, por lo que es frecuente encontrar variaciones
importantes en su composicion, ya sea en la presencia-ausencia de moléculas o en
concentraciones contrastantes de las moléculas, lo que, en gran medida, determina sus
propiedades biolégicas. Los factores genéticos son determinantes fundamentales en la sintesis
y acumulacion de los metabolitos en las plantas. Dentro de una misma especie, las diferencias
genéticas dan lugar a la presencia de quimiotipos que producen perfiles contrastantes de
compuestos volatiles (Moghaddam y Mehdizadeh, 2017). Por otro lado, las condiciones
ambientales en las que crece una planta tienen un impacto significativo en el rendimiento y la
calidad del AE. Algunas variables como el clima, la humedad, altitud y el tipo de suelo pueden
influir en la variabilidad de la composicion quimica del AE. Otra variable importante es la

estacionalidad, ya que la acumulacion de compuestos volatiles suele ser mayor en etapas
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especificas del desarrollo, como la floracién o fructificacion. También el manejo agronémico de
las especies puede influir en la seleccion de perfiles especificos de metabolitos volatiles (Tsusaka
et al., 2019). Adicionalmente, factores experimentales como las condiciones de extraccién de los
AEs también son un factor que influye en su composicion quimica. En la hidrodestilacién o en la
destilacion por arrastre de vapor, las condiciones de temperatura, presion y tiempo afectan la
volatilizacion y estabilidad de los metabolitos. Algunos compuestos pueden degradarse o
transformarse en otras moléculas durante procesos prolongados de extraccion o en altas
temperaturas, como ocurre con la oxidacion de B-cariofileno a 6xido de cariofileno durante el

proceso de extraccion de los AEs (Figueiredo et al., 2008).

1.1.7. Relacién de la composicion quimica de los aceites esenciales y su actividad

antibacteriana

En la literatura se ha propuesto que los metabolitos presentes en altas concentraciones
desempenan un papel fundamental en el efecto antimicrobiano de los AEs (Chua et al., 2019).
No obstante, los componentes menores juegan también un papel importante, ya que pueden
potenciar los efectos de los componentes mayoritarios, aunque también se han observado
efectos antagénicos y aditivos (Miladinovi¢ et al., 2021; Gonzalez-Mas et al., 2019). Basolé y
Juliani (2012) proponen que los AEs con compuestos oxigenados como componentes
mayoritarios, como el linalol (a), citronelal (c), mentol (d), eucaliptol (h), alcanfor (i), eugenol (k) o

elemol (I) son los mas efectivos en la actividad antibacteriana (Figura 1.6).

(S)-Linalool : . Citronelal
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Figura 1.6. Estructura quimica de compuestos bioactivos cominmente encontrados en los aceites
esenciales (Alavez y Cruz, 2022).
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La composicién quimica del AE, asi como los efectos sinérgicos generados por los metabolitos
presentes en la mezcla, desempenan un papel crucial en el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas efectivas. Por consiguiente, es imprescindible obtener un conocimiento detallado
de la composicion quimica del AE (Baser y Buchbauer, 2009). Una caracterizacién precisa de la
composicién quimica nos brinda una base sodlida para optimizar y aprovechar plenamente las
propiedades terapéuticas de los AEs en el disefio de intervenciones médicas exitosas, asi como

dilucidar las bases detras de la actividad antibacteriana de los AEs (Freires et al., 2015).
1.1.8. Mecanismos de actividad antiinfecciosa de los aceites esenciales

La actividad antibacteriana de los AEs esta ampliamente reportada (Carev et al., 2023;
Shehabeldine et al., 2023; Ribeiro et al., 2021; Chouhan et al., 2017; Barreto et al., 2014). Sin
embargo, el o los mecanismos de accion de estos aun no estan claros. Uno de los principales
modos de accidén postulado para los AEs es su capacidad para modificar la estructura y
permeabilidad de las membranas bacterianas (Nazzaro et al., 2013). La membrana bacteriana
juega un papel importante en la regulacion de la presion osmdética celular y en la entrada y salida
de biomoléculas (Bassolé y Juliani, 2012). Por lo tanto, una membrana comprometida interrumpira
la presién osmética, lo que provocara una fuga intracelular y finalmente destruira la célula. Yap et
al. (2021) estudiaron la actividad antibacteriana y el modo de accion del AE de lavanda (Lavandula
angustifolia) contra Escherichia coli MDR. Su estudio mostré que este AE afecta la membrana
celular después de la exposicién. Su estudio fue validado por el analisis microscopico de la
membrana celular de E. coli tratada con AE de lavanda que mostro la alteracion de la estructura

de la membrana y la morfologia celular.

Por otro lado, estudios recientes han sefalado que los metabolitos secundarios presentes en los
AEs pueden bloquear receptores QS o degradar sefales extracelulares, afectando asi
directamente la comunicacion bacteriana. Estas propiedades han sido confirmadas en modelos
experimentales utilizando bacterias como C. violaceum y Pseudomonas aeruginosa. Olivero et
al., (2010) evaluaron la actividad anti-QS de los AEs de Piper bredemeyeri, P. brachypodom y P.
bogotense, mostrando valores de concentracion inhibitoria del 50% (Clso) para el QS de 45.6,
93.1 y 513.8 pg/mL, respectivamente. Asimismo, otro estudio analizé 12 AEs, identificando que
el cis-cis-p-mentendlido, extraido de Mentha suaveolens, inhibe la produccion de violaceina y la

formacién de biofilm en C. violaceum (Poli et al., 2018).

Otro modo de accion propuesto de los AEs es la capacidad para inhibir las bombas de eflujo. Los

estudios han demostrado que algunos compuestos de los AEs pueden inhibir la actividad de las
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bombas de eflujo bacterianas. Estos componentes pueden interactuar con las proteinas de la
bomba, interferir con su funcién normal y prevenir la expulsiéon de las moléculas antimicrobianas

de la célula bacteriana (Garcia et al., 2022).

También, diversos estudios han investigado el efecto de los AEs sobre diferentes tipos de
bacterias y su capacidad para formar biopeliculas (Jannat et al., 2023; Elbestawy et al., 2023;
Noumi et al., 2023; Martinez et al., 2023).

1.1.9. Plantas medicinales aromaticas seleccionadas para el analisis quimico y evaluacion

de sus aceites esenciales

En la peninsula de Yucatan (PY), el pueblo maya conserva valiosos conocimientos sobre el uso
y manejo de las PMA de la regidon. Se seleccionaron 10 AEs de plantas de acuerdo con los

siguientes criterios:

1. Que sean de plantas nativas de la PY.

2. Que sean empleadas en la medicina tradicional maya para el tratamiento de infecciones
o sintomas sugestivos de éstas.

3. Sin o con pocos estudios previos sobre su actividad antiinfecciosa, en especial sobre A.

baumannii.

Tomando como base este conocimiento y usando como referencia la literatura cientifica, a

continuacion, se describen las especies de PMA que fueron objeto de este estudio.
1.1.9.1. Bursera simaruba (L.) Sarg.

También conocida como Chaka o palo mulato es un arbol dioico de hasta 30 m de alto, resinoso
y aromatico, tronco liso (Méndez et al., 2012) (Figura 1.7). Ampliamente distribuida en todo el
trépico americano desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Sudamérica. Se ha reportado
el uso de la infusién de hojas para alivio del resfriado, heridas, infecciones gastrointestinales y
quemaduras. Por ejemplo, para la diarrea se machacan hojas frescas en un litro de agua y se
administra oralmente. También se puede hacer uso de las hojas hervidas para aliviar el resfriado.
La resina se aplica localmente para las quemaduras provocadas por el chechem (Metopium
brownei). Se emplea para tratar la fiebre intestinal bebiendo una infusion de la corteza en agua
hervida. Las hojas en infusion o en emplasto también se utilizan para el tratamiento de las ulceras
(Méndez et al., 2012).

Estudios sobre la composicién quimica de su AE mencionan que se caracteriza por la presencia

de los monoterpenos a y B-pineno, B-felandreno y el limoneno entre los mas frecuentes, mientras
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que el B-cariofileno y el germacreno D son los sesquiterpenos mas comunes (Marcotullio et al.,
2018). Estudios recientes sobre la composicion quimica del AE de hojas B. simaruba colectado
en Costa Rica, revel6 que los compuestos mayoritarios encontrados fuero a-felandreno (22%),
(E)-cariofileno (15%), o-cimeno (9%) y a-tujeno (8%) (Setzer, 2019). También, se ha reportado

altos porcentajes de a-pineno (53%) y D-germacreno (20%) (Ferreira et al., 2020).

Recientemente, se ha documentado propiedades antivirulencia de extractos hexanicos de B.
simaruba sobre cepas de P. aeruginosa (Peha, 2020). Ademas, varios estudios farmacologicos
han demostrado la actividad antibacteriana del AE de varias especies del género Bursera contra
patdgenos como Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Vibrio cholerae, E. coliy S.
aureus (Sanchez-Recillas et al., 2020; Villa-Ruano et al., 2018; Ashok et al., 2015; Moreno et al.,

2010). No se ha documentado actividad contra A. baumannii.

:
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1.1.9.2. Croton yucatanensis Lundell.

Conocida como iikaban en maya. Es un arbusto monoico aromatico de 60 a 90 cm de altura con
hojas alternas o subopuestas (Figura 1.8). Tiene una distribucion restringida a la PY desde el sur
de Campeche hasta el Norte de Yucatan. Con frecuencia se encuentra en la selva baja
caducifolia. Algunos usos medicinales reportados son el uso de infusiones de las hojas para el
alivio de sintomas sugestivos de infecciones gastrointestinales, como fiebre, Ulceras y diarrea.
También se utilizan gotas a partir de decocciones que son aplicadas sobre la piel para el

tratamiento de heridas (Barrera et al., 2016). No existen estudios fitoquimicos reportados para la
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especie C. yucatanensis, o de su actividad biolégica. El estudio de la composicién quimica de los
AEs de Croton spp. ha revelado la presencia del espatulenol, B-cariofileno, 6xido de B-cariofileno,
1,8-cineol, metil-eugenol y a-felandreno como los principales compuestos encontrados (Morais et
al., 2019; de Alencar et al., 2017). Se conoce la actividad antibacteriana del género Croton spp.
sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas como P. aeruginosa, E. coliy S. aureus (Cucho-
Medrano, et al., 2021; de Alencar et al., 2017). En especies endémicas de Brasil como C.
ceanothifolius y C. tetradenius se ha evaluado el efecto sinérgico de sus AEs y se ha demostrado
que potencian selectivamente la accidon de antimicrobianos de patente frente a cepas MDR
(Siquiera et al., 2021; de Araujo et al., 2020).

Figura 1.8. Fotografia de Croton yucatanensis (CICY, 2024).

1.1.9.3. Turnera diffusa Willd. ex-Schult.

La damiana, como se conoce comunmente a esta especie, es una hierba aroméatica de 30 a 60
cm de altura, de tallo ramificado y pubescente (Figura 1.9). Se distribuye en climas secos desde
el sur de Estados Unidos hasta el norte de Sudamérica. En Yucatan, con frecuencia se encuentra
en selva baja caducifolia, selva mediana subcaducifolia y en vegetacién de duna costera. Es
tradicionalmente utilizada para el alivio de padecimientos genitourinarios tales como la debilidad
e impotencia sexual, en dolores de postparto, infecciones de la vejiga y nefritis. Las infusiones de
las hojas también se usan para aliviar la tos y el catarro (Szewczyk et al., 2014). Algunos
compuestos mayoritarios identificados en el AE de T. diffusa son a-pineno, la opoplenona, el
cadaleno y el epi-cubenol (Urbizu-Gonzalez et al., 2017; Bueno et al., 2011). En cuanto a la
actividad antimicrobiana, su AE ha mostrado potente actividad contra Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae en evaluaciones
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in vitro (Parra-Naranjo et al., 2023; Ong et al., 2020; Baez, 2019). Los extractos de hexano,
cloroformo y etanol de T. diffusa, han mostrado actividad contra un amplio espectro de bacterias

patdgenas destacandose las especies Shigella boydiiy S. aureus

Figura 1.9. Fotografia de Turnera diffusa (LM Calvo).

1.1.9.4. Lantana canescens Kunth.

Es un arbusto aromatico de entre 70 a 150 cm de alto (Figura 1.10). Esta especie tiene una amplia
distribucion en América, desde Texas y Florida hasta el Norte de Argentina. En la PY se le puede
encontrar por todo el territorio, especialmente en selva baja y vegetacion secundaria. Las hojas
se utilizan en forma de infusidon para aliviar la tos, el catarro y la bronquitis. También se ha
documentado su uso para aliviar calambres, erupciones de la piel, uUlceras, tumores, piquetes de
insectos y como diurético. (Filho et al., 2010; Arellano-Rodriguez et al., 2003). Se ha reportado
que el AE de L. canescens esta compuesto principalmente por los sesquiterpenos B-cariofileno,
B-cubebeno, elixeno, B-felandreno, aromadendreno y germacreno D (Bhakti et al., 2020; Peralta-
Bohorquez et al., 2011; Filho et al., 2010). No existen reportes de actividad antibacteriana para
esta especie. Se ha reportado actividad antibacteriana de AEs de Lantana spp. contra cepas de
S. aureus y E. coli (Bhakti et al., 2020; de Santana et al., 2009).
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Figura 1.10. Fotografia de Lantana canescens (LM Calvo).

1.1.9.5. Ocimum campechianum Mill.

La albahaca de monte o x kakaltuum, en maya, es como se le conoce a esta especie en la PY.
Es una hierba aromética de 49 a 60 cm de alto con tallos tetragonales; de hojas opuestas,
ovaladas a elipticas (Figura 1.11). Se puede encontrar desde el sur de Estados Unidos hasta
Argentina y las Antillas, es una especie de amplia distribucion en la PY (Méndez et al., 2012). Se
emplea para diferentes afecciones como el salpullido, problemas digestivos y heridas.
Normalmente se hace el uso de las hojas en forma de infusién o la aplicacion directa de las hojas
sobre heridas infectadas. También, es conocido su uso para las cataratas, machacando las hojas
en agua hervida para aplicar el preparado directamente en los ojos. De igual forma, se emplea
para el alivio de infecciones cutaneas o llagas aplicando las hojas directamente en la zona
afectada por tiempos prolongados (Méndez et al., 2012). En la caracterizacion de su AE, se ha
identificado una amplia gama de compuestos mayoritarios como los monoterpenos linalol, 1,8-
cineol, terpinen-4-ol y metil-eugenol, eugenol, 3-octanol y los sesquiterpenos [B-elemeno, B-
cariofileno, biciclogermacreno y a-epi-cadinol, (Dharsono et al., 2022; Guardado et al., 2022;
Ricarte et al., 2020; Avetisyan, 2017). Se ha reportado actividad biolégica para especies del
género Ocimum spp. contra varios patégenos de importancia clinica como P. aeruginosa, E. coli,
Salmonella typhimurium, S. aureus 'y A. baumannii (Ricarte et al., 2020; Avetisya, 2017; Intorasoot
et al., 2017)
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Figura 1.11. Fotografia de Ocimum campechianum (LM Calvo).

1.1.9.6.  Piper auritum Kunth.

Conocida localmente como hoja santa, es un arbusto o arbol pequefo, 1,5 a 5 m de altura, los
tallos con nudos visibles, lisos con hojas simples, alternas con la base en forma de corazén
(Figura 1.12). Se distribuye desde el centro y el sur de México, hasta Venezuela y Peru, asi como
la Amazonia (Lozano-Sangabriel et al., 2022). Las hojas se utilizan para el dolor e inflamacion de
estdbmago. Las hojas soasadas y con aceite se colocan sobre el vientre. En problemas de
bronquitis y tos se preparan infusiones. Su uso también se indica en enfermedades como asma,
laringitis, reumatismo, en llagas, afecciones de los rifiones, inflamaciones, dolores musculares,
célicos y quemaduras (Rosas et al., 2013). Un estudio detallado de los usos medicinales de hojas
de P, auritum en las comunidades mayas de la PY resalta el uso para aliviar la tos, el dolor corporal
y la diabetes (Pérez-Hernandez et al., 2023). Se conoce que la composicién quimica del AE de
P. auritum esta representada mayoritariamente por safrol (60-90%), aunque también se han
identificado otros compuestos mayoritarios como el cinamaldehido, el alcanfor y el y-terpineno
(Wan, 2020; Sanchez et al., 2013). En la PY se ha identificado variacion en la concentracion de
safrol (33.6-53.3%) en AEs de P. auritum colectados en huertos familiares y sitios ruderales
(Pérez-Hernandez et al., 2023). Se ha documentado la actividad antimicrobiana de extractos
metandlicos de P. auritum sobre P. aeruginosa, S. typhi, E. coliy S. aureus (Salleh, 2021). No se

ha reportado la actividad antibacteriana de su AE.
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Figura 1.12. Fotografia de Piper auritum (LM Calvo).

1.1.9.7. Piper amalago L.

Arbusto o arbol pequeno racemoso, nodoso de 4 a 6 m, hojas eliptico-ovadas (Figura 1.13). De
amplia distribucion en América Tropical, desde México, Centro América, Sudamérica y las Antillas.
Las infusiones de sus hojas se utilizan tradicionalmente para curar heridas y quemaduras.
También se utiliza para el dolor general, de cabeza e infecciones estomacales (Durand, 2012).
Adicionalmente, es utilizada por los curanderos mayas para el tratamiento de afecciones
culturales como el “susto”. Esto ha generado recientes investigaciones que demuestran que la
especie presenta actividad ansiolitica (Mullally et al., 2016). En los AEs de P. amalago se han
identificado monoterpenos como a-pineno y p-cimeno y sesquiterpenos como el espatulenol,
biciclogermacreno, B-felandreno y germacreno D (Bahare et al., 2019). Se ha reportado la
actividad antibacteriana del AE de P. amalago sobre E. coli y K. pneumoniae (Araujo-Baptista et
al., 2019).

Figura 1.13. Fotografia de Piper amalago (Naturalista, 2024).

23



CAPITULO |

1.1.9.8. Hyptis suaveolens L.

También conocida como planta de chan, es una herbacea con hojas opuestas, simples, con
margenes dentados o aserrados. Tienen una forma lanceolada a eliptica y son de color verde
oscuro (Figura 1.14). Se encuentra ampliamente distribuida en América del Sur, asociada a
vegetacion perturbada y en la PY se puede encontrar principalmente en la porcion oeste (Vergara-
Santana et al., 2005). Se ha reportado una gran variedad de usos medicinales. Se utiliza para
aliviar las infecciones estomacales, respiratorias y de la piel. También se utiliza para la fiebre y
tos. Se ha reportado el uso de infusiones de hojas para calmar los nervios, aliviar el estrés,
mejorar el suefio, aliviar la diarrea y dolores estomacales (Bonilla-Landa et al., 2022). La variacion
encontrada en la composicion quimica del AE de H. suaveolens ha permitido definir siete
quimiotipos representados por la dominancia de los siguientes compuestos: eucaliptol, sabineno,
B-cariofileno, aromadendreno, fenchona, eugenol y mentol (Azevedo et al., 2002). Ademas, se
han reportado otros compuestos entre los que destacan el 3-elemeno, frans-a-bergamoteno,
espatulenol y biciclogermacreno (Tonzibo et al., 2009). ElI AE de H. suaveolens ha demostrado
tener actividad antibacteriana sobre S. aureus, S. typhi, P. aeruginosa, E. coliy E. faecalis (Mishra
et al., 2021).

Figura 1.14. Fotografia de Hyptis suaveolens (LM Calvo).

1.1.9.9. Ambrosia hispida Pursh.

También llamada margarita de mar es una herbacea con hojas de tipo alternas y pinnadas,
profundamente divididas y dentadas, con una textura peluda. Es una hierba perenne tipo

enredadera, trepadora o rastrera que presenta un largo de 80 cm a 6 m (Figura 1.15). Se
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distribuye desde Florida, hasta México, Centroamérica y las Antillas. En México, solo la
encontramos en la PY, particularmente asociada a la duna costera. En la medicina tradicional se
utilizan las hojas en infusién para el reumatismo y para el alivio de infecciones estomacales y
fiebre (Arellano-Rodriguez et al., 2003). La composicion quimica de su AE se encuentra poco
estudiada, esta representada principalmente por sesquiterpenos. Se han identificado compuestos
importantes como el borneol, espatulenol y germacreno D y (Pino et al., 2005). No existen

estudios de actividad antibacteriana para esta especie.

Figura 1.15. Fotografia de Ambrosia hispida (Naturalista, 2024).

1.1.9.10. Lippia origanoides Kunth.

Es una especie arbustiva de entre 1 y 3.5 m de altura, con un crecimiento relativamente rapido y
un ciclo de vida corto (5-10 afos) (Figura 1.16). Se distribuye ampliamente desde el sur de
Norteamérica, hasta México, Centroamérica y el norte de Sudamérica. Las hojas en infusion se
utilizan como antiséptico, antipirético, analgésico, abortivo, antiespasmaddico, antiinflamatorio y
para el tratamiento de problemas menstruales y diabetes (Velazquez et al., 2014). En la PY se ha
caracterizado con detalle la presencia de tres quimiotipos en el AE de L. origanoides. Estos se
encuentran definidos por compuestos mayoritarios como en el caso del quimiotipo timol y
carvacrol y por la presencia de compuestos sesquiterpénicos en el quimiotipo no fendlico.
Ademas, destaca la presencia de otros componentes como el p-cimeno y derivados del (-
cariofileno (Calvo-Irabien et al., 2014). La actividad antimicrobiana del AE de L. origanoides se
encuentra ampliamente documentada sobre E. coli. S. aureus 'y P. aeruginosa (Uc-Cachon et al.,
2024; Martinez et al., 2023; Leal et al., 2019), pero no asi sobre otras especies como A.

baumannii.
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Figura 1.16. Fotografia de Lippia origanoides (CICY, 2024).
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1.2. JUSTIFICACION

Acinetobacter baumannii estd ampliamente documentado como un importante patdégeno
oportunista que causa una variedad de infecciones hospitalarias y comunitarias dificiles de tratar,
debido a su resistencia a multiples farmacos. Esto se traduce en altos costos de atencion médica
y tasas de mortalidad elevadas. Consistente con esto, en 2024 la OMS publicé una lista de
bacterias para las cuales existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas alternativas de
tratamiento y A. baumannii resistente a carbapenémicos se clasificé como una prioridad critica.
Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion han revelado altas tasas de resistencia a
diferentes grupos de farmacos en los aislados clinicos de A. baumannii en un hospital de tercer
nivel de nuestra region (Uc-Cachon et al., 2023, Garza-Gonzalez et al., 2019; Uc-Cachoén et al.,
2019). Estos hallazgos subrayan la urgente necesidad de explorar y desarrollar nuevas opciones
terapéuticas para el tratamiento de infecciones causadas por A. baumannii resistente a multiples
farmacos. En la PY podemos encontrar una amplia diversidad de PMA, sobre las cuales existen
escasos estudios acerca de las propiedades de sus AEs. Por lo que se evaluo la actividad
antiinfecciosa de 10 AEs de PMA nativas de la PY, con un abordaje metodolégico novedoso,
investigando su actividad sobre el crecimiento y los mecanismos de virulencia y
farmacorresistencia de A. baumannii con fenotipo MDR y XDR. Los resultados contribuiran al
avance en el conocimiento de las propiedades de los AEs de PMA nativas de nuestra regién, los
mecanismos de accion sobre cepas de A. baumannii y su potencial uso como agentes
antiinfecciosos. Adicionalmente, explorar el potencial antibacteriano de estas plantas nativas,
facilitaria el aprovechamiento de estas especies en la PY impulsando el desarrollo de tecnologias

agroecoldgicas.
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1.3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiinfecciosa de AEs de PMA nativas de la PY sobre cepas de A. baumannii
resistentes a farmacos y explorar la relacion entre la composicion quimica de los AEs y la

actividad antiinfecciosa.

1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizar la composicion quimica de los AEs.

2- Determinar el efecto de los AEs sobre el crecimiento bacteriano.

3- Determinar el efecto de los AEs sobre los mecanismos de virulencia QS y actividad anti-
catalasa.

4- Determinar el efecto de los AEs sobre los mecanismos de resistencia, formacion de
biopeliculas y modulacion de bombas de eflujo.

5- Determinar la citotoxicidad de los AEs bioactivos.

6- Analizar las relaciones entre la actividad bioldgica y la composicion quimica de los AEs

bioactivos.

1.5. HIPOTESIS

Los AEs con composiciones quimicas contrastantes, presentaran diferencias en la actividad sobre
el crecimiento, los mecanismos de resistencia y factores virulencia de cepas de A. baumannii.

1.6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados y poner a prueba la hipotesis, se realizo la siguiente

estrategia experimental (Figura 1.17).
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Actividad antiinfecciosa

)

Actividad sobre el crecimiento

Caracterizacion de la
composicion quimica
a) CG-EM

a) Concentracion minima inhibitoria
b) Concentracion minima bactericida

|

AEs hioactivos

Ensayo de

citotoxicidad

Actividad antifarmacorresistencia Actividad antivirulencia
a) Inhibicion de biopeliculas a) Inhibicion del sistema QS
b) Degradacion de biopeliculas b) Actividad anticatalasa
c) Modulacion de bombas de eflujo

Andlisis de la relacion entre la composicion

> quimica y actividad antiinfecciosa
a) OPLS-DA

Figura 1.17. Estrategia experimental.
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CAPITULO II
2.1. MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto atiende objetivos especificos del proyecto macro titulado: POTENCIAL
ANTIINFECCIOSO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE PLANTAS NATIVAS SOBRE
BACTERIAS RESISTENTES AANTIBIOTICOS: EXPLORACION DE MECANISMOS, aprobado
por los comités cientifico, de ética y de bioseguridad del Instituto Mexicano del Seguro Social con

No. de registro R-2022-785-009 y financiamiento del proyecto semilla, convocatoria CICY-2022.

2.1.1. Aceites esenciales

Los AEs para el estudio se obtuvieron de una coleccién de AEs de la Unidad de Recursos
Naturales del CICY que se encuentra bajo resguardo y supervision de la Dra. Luz Maria del

Carmen Calvo Irabien (Tabla 2.1).

La identificacion botanica de las especies fue realizada por personal especializado del Herbario
del CICY. Los AEs fueron extraidos individualmente de hojas secas, colectadas en poblaciones
naturales de cada una de las especies seleccionadas. La destilacion se realizé por el método de
hidrodestilacion en un aparato tipo Clevenger durante 1.5 h aproximadamente, dependiendo de
la especie, usando agua destilada. Los AEs fueron separados de la fase acuosa por diferencia
de densidad a través de la decantacion, fueron secados con sulfato anhidro de sodio y se
mantuvieron en resguardo en viales ambar a una temperatura de 4 °C hasta su analisis

cromatografico y evaluacion de actividad antiinfecciosa.
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Tabla 2.1. Especies vegetales seleccionadas para el estudio de sus aceites esenciales.

Nombre Nombre Familia Sitio de Ejemplar. CE . .
s . L. herbario Usos tradicionales
cientifico comun botanica colecta
(LMCalvo)
Ambrosia hispida  margarita de Asteraceae Chuburna 17, 32,147 Reumatismo, fiebre?
(AHI) mar Puerto, Sisal
y Telchac
Puerto
Bursera simaruba chakéa Burseraceae Mérida 448 Resfriados, heridas,
(BSI) infecciones
gastrointestinales,
guemaduras'’
Croton iikaban Euphorbiaceae Nohuayun 355 Cicatrizante, fiebre,
yucatanensis diarrea, infecciones
(CYv) de la piel®
Hyptis planta de Lamiaceae Carretera 36, 386 Infecciones
suaveolens chan Mérida a respiratorias, diarrea,
(HSU) Tetiz, infecciones de la piel®
Nohuayun,
Lantana hierba de Verbenaceae JACICYy 136 y 449 Fiebre, tos?2
canescens (LCA) javillas Sierra
Papacal
Lippia orégano de Verbenaceae Nohuayun, 257, 260, 452 Dolor, fiebre,
origanoides monte Sierra infecciones
(LOR) Papacal, gastrointestinales®
Chicxulub
Pueblo
Ocimum albahaca de Lamiaceae Opichén 520 Infecciones
campechianum monte gastrointestinales,
(OCA) heridas?®
Piper amalago cordoncillo Piperaceae Kaua 370 Heridas, infecciones
(PAM) de la piel, fiebre’
Piper auritum hoja santa Piperaceae Uayma, 399-404 Asma, infecciones de
(PAU) Pixoy, la piel, llagas y
Oxkutzcab, quemaduras,
reumatismo?
Turnera difussa damiana Passifloraceae Tixcalcatuyu 16, 57, 124 Tos, bronquitis,

(TDI)

b, Nohuayun,
Abala

padecimientos
genitourinarios*

(Méndez et al., 2012), (Calvo-Irabien, 2012), 3(Barrera et al., 2016), 4(Gomez et al., 2007), 3(Velazquez et al., 2014), 8(Tramil,
2023), /(Marquez, 2013).
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2.1.2. Caracterizacion de la composiciéon quimica de los aceites esenciales

21.21. Composicion quimica de los aceites esenciales

Los datos cromatograficos se obtuvieron en un cromatografo de gases marca Agilent
Technologies Modelo 6890N, equipado con un detector selectivo de masas 5875 B (ionizacion
por impacto de electrones 70 eV), inyector split:splitless(1:40 radio split) y un sistema de datos
MS-Chemstation GI701- DA. Para la separacion se utilizé una columna DB-5 (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano) de 60 m de longitud con un diametro de 0.25 mm y espesor de 0.25 ym. Se
utilizé helio como gas acarreador con un flujo de 1 ml/min. Las condiciones de temperatura del
horno fueron las siguientes: temperatura inicial de 45°C, se mantuvo por 5 minutos, un incremento
de 4°C/min hasta 150°C, se mantuvo por 2 minutos, un incremento de 5°C/min hasta 250°C que
se mantuvo por 5 min y finalmente se incrementé 10°C/min hasta 275°C manteniéndose por 15
min, con un tiempo total de 75.75 minutos. Para aquellos AEs que siguiendo la metodologia
anterior presentaron un alto nimero de compuestos sin identificar, se analizaron por CG-EM
utilizando una columna de diferente polaridad (DB-WAX; 60 m x 250 ym x 0.25 um). Las
condiciones del analisis por CG por este método fueron las siguientes: temperatura inicial de
50°C, se mantuvo por 5 minutos, un incremento de 4°C/min hasta 150°C, se mantuvo por 7 min,
un incremento de 4°C/min hasta 250°C que se mantuvo por 30 min y finalmente se incremento
2°C/min hasta 250°C con un tiempo total de 87.0 min. En ambas columnas, la temperatura del
detector fue de 290° C y la del inyector de 280° C. Las muestras de AE (1 pL) fueron inyectadas
disueltas en diclorometano a una concentracién entre el 3y 10% (v/v), dependiendo de la especie.
El software utilizado para visualizar y analizar los perfiles cromatogréficos fue G1701DA GC-MSD
ChemStation vD03.00.552. Para obtener una identificacion confirmatoria de los componentes, los
patrones de fragmentacién de cada uno de los compuestos (picos) presentes en los AEs se
compararon con los patrones almacenados en una base de datos de estandares comerciales
(inyectados bajo las mismas condiciones cromatograficas descritas con anterioridad). Para esta
confirmacién sélo se considerd un porcentaje de similitud igual o mayor al 95%. Cuando no se
logré tener una identificacion confirmatoria, se realizé la identificacion tentativa de los compuestos
por CG-EM utilizando como base de datos las librerias de NIST11.1 y de Adams (2007). Esta
ultima especializada en terpenos y otros compuestos presentes en los AEs. Para la identificacion
tentativa sélo se consideraron los resultados con un porcentaje de similitud igual o mayor al 70%.
Aquellos compuestos que no cumplieron este criterio se consideraron como no identificados. Para
el analisis de datos, se tomaron en cuenta unicamente aquellos compuestos con un porcentaje

de area igual o mayor al 1.0%.
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Para complementar la identificacion de los componentes del AE se calculd el indice de retencion
lineal (IR) utilizando los tiempos de retencion relativos a una serie de alcanos (C7-C40) (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) inyectados directamente en el CG-EM en las condiciones descritas
anteriormente. Los IR calculados se compararon con los IR reportados en la literatura (Adams,
2007). El IR se calcul6 para cada metabolito mediante la siguiente formula que corresponde al

método cromatografico con rampa de temperatura.

trx —trn
IR =100xn + 100[ ]

trN —trn

Dénde: xn= numero de carbonos; trx= tiempo de retencion del analito; trn= tiempo de retencién del alcano

de menor numero de carbono; trN= el tiempo de retencién del alcano de mayor nimero de carbonos.
2.1.2.2. Anadlisis de la composicion quimica por métodos estadisticos

Para analizar las diferencias o similitudes en la composicion quimica de los AEs estudiados, se
realizaron diagramas de pastel de las proporciones de monoterpenos y sesquiterpenos definidos
para cada AEs. Para determinar cuales metabolitos fueron exclusivos para cada AEs o cuales
estaban presentes en varios, se realizé un analisis de conjuntos de UpSet utilizando R, software.
v.4.3.2. Finalmente, se realizé un analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en
inglés) utilizando MetaboAnalyst V.6.0 (https://www.metaboanalyst.ca). Para ello, se construy6
una matriz a partir de los porcentajes de area de los compuestos identificados. Para estos analisis
se consideraron solo aquellos compuestos con un porcentaje de area >5%. Esta herramienta
estadistica es particularmente util para interpretar datos complejos provenientes de mezclas
quimicas presentes en los AEs, y para identificar metabolitos clave que contribuyen a las
diferencias observadas entre los AEs. Los resultados del PCA fueron evaluados en términos de
las varianzas explicadas por los primeros tres componentes principales. También se graficaron
las cargas para interpretar la contribucién de cada compuesto en los tres componentes principales

representados (Karamizadeh et al., 2013).
2.1.3. Actividad antiinfecciosa de los aceites esenciales

La evaluacion de la actividad antiinfecciosa de los AEs correspondiente a los objetivos especificos
1-3 se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia de la Unidad de Investigacién Médica de Yucatan
(UIMY) del IMSS. Las cepas de referencia y los aislados clinicos de A. baumannii que se utilizaron
en estos ensayos se obtuvieron del biobanco de cepas ESKAPE-E de la UIMY y se describen en
la tabla 2.2. Estas se mantienen criopreservadas en viales que contienen caldo de soya tripticasa

y glicerol, a una temperatura de -80°C.
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Tabla 2.2. Cepa de referencia y aislados clinicos seleccionados y su perfil de resistencia.

Clave de cep.a_l A. Fenptlpo ('ie Perfil de resistencia Actividad antiinfecciosa evaluada
baumannii resistencia
ABA-ATCC-1605 XDR, CBRE AMP, CAZ, CIP, CRO, CFZ, Actividad anti-crecimiento
CTX, ETP, FEP, FOS, FOX, Actividad anti-catalasa
GEN, IMP, LVX, MEM, SAM, Actividad anti-biopeliculas
SXT, TZP
ABA-UIMY-81 MDR, CBRE AMK, CAZ, CIP, CRO, CTX, Actividad anti-crecimiento
FEP, GEN, LVX, MEM, SXT, TOB Actividad anti-biopeliculas
ABA-UIMY-88 CBS - Actividad anti-crecimiento
ABA-UIMY-5 XDR, CBR AMK, CAZ, CIP, CRO, CTX, Actividad en la modulacién de bombas de
FEP, GEN, IMP, LVX, MEM, eflujo
SAM, SXT, TET, TOB
ABA-UIMY-16 MDR, CBS AMK, CAZ, CIP, CRO, CTX, Actividad en la modulacién de bombas de

FEP, GEN, LVX, SXT, TET, TOB

eflujo

C. violaceum ATCC - -
12472

Actividad anti-QS

Abreviaturas: AMP: Ampicilina, CRO: Ceftriaxona, FEP: Cefepima, CTX: Cefotaxima, SAM: Ampicilina/Sulbactam, CAZ:
Ceftazidima, CFZ: Cefazolina, CIP: Ciprofloxacino, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol, TZP:
Piperacilina/Tazobactam, FOS: Fosfomicina, FOX: Cefoxitina, GEN: Gentamicina, TOB: Tobramicina, LVX: Levofloxacina, AMK:
Amikacina, CFX: Cefuroxima, ETP: Ertapenem, MDR: multidrogorresistente, XDR: resistencia extendida, CBRE: Resistente a

carbapenémicos, CBS: Sensible a carbapenémicos.

2.1.31.

Actividad de los aceites esenciales sobre el crecimiento de A. baumannii

Los AEs fueron evaluados en un primer abordaje sobre el crecimiento bacteriano de las tres cepas

de A. baumannii descritas (tabla 2.2). Para ello, se realizé un tamizaje a tres concentraciones

para posteriormente determinar la concentracidon minima inhibitoria (CMI) y la concentracion

minima bactericida (CMB) de los AEs activos. Todos los ensayos se realizaron por duplicado con

tres réplicas.

Las bacterias fueron reactivadas por resiembra en placas de Petri con agar Mueller Hinton (MH)

(Becton Dickinson, Nueva Jersey, EUA) por el método de siembra en estria. Las placas se

incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se realiz6 una resiembra en caldo MH (Becton

Dickinson, Nueva Jersey, EUA). Se obtuvo un cultivo secundario tomando 100 pL de la

suspension y transfiriéndolo a un tubo con 3 mL de caldo MH. El cultivo se incubé a 37 °C hasta

alcanzar una turbidez comparable al estandar 0.5 de Mc Farland determinada con un

densitometro (Biosan Den-1, Riga, Letonia). Posteriormente, se realizé una dilucién en una
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proporcion 1:50, que contiene 3 x 10° UFC/mL, que corresponde al indculo de trabajo para el
ensayo (Molina-Salinas et al., 2006). Los AEs se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-
Aldrich) con apoyo de un agitador tipo vortex y bano ultrasonido y se autoesterilizaron por
permanencia en el disolvente por 1 h previo a su evaluacion (Gahnnadi et al., 2012). Para estos
ensayos se utilizé como maxima concentracion del disolvente 2.5% v/v. Esta concentracion no
afecta la viabilidad de las cepas evaluadas, lo que fue determinado con anterioridad por nuestro
grupo de trabajo (Dzul-Beh et al., 2023).

Los AEs se evaluaron por el ensayo colorimétrico de resazurina en placa (REMA, por sus siglas
en inglés Resazurin Microtiter Assay), descrito por Drummont y Waight (2000) y modificado por
Sarke et al. (2007) en placas de 96 pozos (Corning-Costar 9535, Massachusetts, EUA).
Brevemente, se afadieron 100 pyL del AEs disuelto en DMSO por duplicado a tres
concentraciones (1000-250 pg/mL) utilizando caldo MH. Posteriormente se agregaron 100 uL del
indculo bacteriano de trabajo (3 x 108 UFC/mL) y las microplacas se incubaron a 37°C por 16 h.
En la misma placa se incluyeron los siguientes controles: diluciones seriadas de tetraciclina
(Sigma-Aldrich) como control positivo (1-0.25 ug/mL), medio de cultivo sin indculo como control
de esterilidad y medio de cultivo con indculo sin AEs como control de crecimiento bacteriano.
Ademas, para descartar que el AE tenga un efecto sobre la reduccion de la resazurina, se
incluyeron pozos de 200 pL a las mismas concentraciones evaluadas de los AEs, pero sin indculo

bacteriano (control de capacidad antioxidante).

Transcurrido el tiempo de incubacion, las microplacas se revelaron anadiendo 30 uL del colorante
resazurina (Sigma-Aldrich) y se re-incubaron de 2 a 4 h. La adiciéon de resazurina (color azul)
funciona como un indicador redox que las células bacterianas metabdlicamente activas lo
reducen a resofurina (color rosa), lo que permite determinar la viabilidad antimicrobiana. Por lo
tanto, si los pocillos de la placa se mantuvieron de color azul se consider6 al AEs como positivo

a la inhibicion. Las evaluaciones se realizaron por duplicado con tres réplicas.
2.1.3.1.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Para aquellos AEs que fueron activos en el tamizaje, se realizé la determinaciéon de su CMI por
REMA utilizando seis diluciones seriadas (1000 a 31.25 pg/mL). También se realizé la evaluacion
de compuestos puros presentes en los AEs bioactivos a las mismas concentraciones. Estos
fueron: p-cimeno, a-humuleno, B-cariofileno y éxido de cariofileno (Sigma-Aldrich). El ensayo
incluyé los mismos controles descritos con anterioridad y nuevamente las microplacas se

incubaron a 37°C por 16 h. Posteriormente, se agregaron 30 yL de una disolucién de resazurina

35



CAPITULO II

al 0.015% a todos los pocillos y la placa se dejé por 2 h bajo las mismas condiciones de
incubacién. El resultado fue interpretado en términos de la CMI, definida como la concentracion
menor del AE que inhibe el crecimiento bacteriano, que se delimita como aquella que evita el

cambio de color de la resazurina del azul a cualquier tonalidad rosa.
2.1.3.1.2. Determinacién de la concentracion minima bactericida

En aquellos AEs que se determiné la CMI, se realizé una resiembra del cultivo bacteriano
correspondiente a la concentracién determinada como CMI, 2X 'y %2 CMI en placas de agar MH
(Becton Dickinson). Se afadieron 10 uL de cada concentracion a placas de agar MH y se
incubaron a 37°C durante 16 h. La CMB se definio como la minima concentracion de AE que
elimina a mas del 99,9% de las bacterias viables después de un tiempo determinado de
incubacién. Se considerd como efecto bactericida cuando no existié crecimiento y bacteriostatico
cuando se observo crecimiento bacteriano sobre las placas de MH (Mogana et al., 2020; Djeuss;j
et al.,, 2013).

2.1.3.2. Actividad de los aceites esenciales sobre factores de virulencia bacterianos

Para los AEs que presentaron actividad sobre el crecimiento de A. baumannii, se les realizé la
evaluacion de la actividad anti-QS utilizando como modelo la cepa C. violaceum ATCC 12472.
También, se evalud la actividad anti-catalasa bacteriana de A. baumannii, mediante el ensayo de
sensibilidad al perdxido de hidrégeno utilizando como modelo la cepa de referencia ABA-ATCC-

1605, previamente identificada por nuestro grupo de investigacion como modelo de ensayo.

2.1.3.2.1. Determinacion de efecto de los aceites esenciales sobre la produccién de

violaceina

Para determinar la actividad anti-QS se realizé el ensayo cuantitativo de la inhibicion de violaceina
en microplacas de 96 pozos (Noumi et al., 2018). Primeramente, se prepararon concentraciones
subinhibitorias de los AEs y compuestos puros en 100 pL de caldo Luria Bertani (Becton
Dickinson) seguido de la adicién de 100 yL del inéculo bacteriano (1x108 UFC/mL). Se incluyeron
pocillos sin AEs (control negativo) y pocillos con una solucién de cinamaldehido (Sigma-Aldrich)
(control positivo). Las placas fueron incubadas a 30°C por 24 h. Posteriormente, el contenido de
los pozos fue transferido a tubos tipo Eppendorf y las células bacterianas se lisaron mediante la
adicién de 200 yL de una solucion de SDS (Sigma-Aldrich) (10%), se agitaron durante 5 seg y se
incubd a TA por cinco min. La violaceina total del cultivo bacteriano tratado se extrajo afiadiendo
1 mL de una solucién de butanol saturado con agua destilada (50 mL + 10 mL), seguido de

centrifugacion a 12,000 rpm por 10 min. Se transfirieron 200 pL de la fase superior organica del
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tubo a una placa de 96 pozos y se determiné la absorbancia a 595 nm. Finalmente, se calcul6 la
concentracion del AE que provoco la inhibicién del 50% (Clso) de la produccién de violaceina
mediante R. software. v.4.3.2. (Bali et al., 2019). Con la finalidad de comparar el efecto de los AEs
en la inhibicion de la produccion de la violaceina, se realizé un ANOVA de una via para la media
de los valores de Clsg de los tratamientos, ademas de un analisis a posteriori de comparaciones
multiples de Tukey. Los estadisticos con valores de P < 0.05 fueron considerados significativos.

Los analisis se realizaron en R, software. v.4.3.2.
2.1.3.2.2. Determinacion del efecto de los aceites esenciales sobre la actividad de catalasa

Para determinar la actividad anti-catalasa de los AEs sobre la sensibilidad de ABA-ATCC-1605 al
H20: se siguid la metodologia propuesta por Uc-Cachon et al. (2024). Se realiz6é un tamizaje a /2

de la CMI para determinar aquellos AEs con actividad.

Primeramente, se realizaron cultivos bacterianos en tubos de vidrio con caldo MH tratados con
CMI de los AEs. Se incluyeron cultivos con azitromicina (Sigma-Aldrich) como control positivo y
se incubaron a 37°C por 24 h. Posteriormente, el cultivo bacteriano y tratado se ajusté al 0.5 de
Mc Farland, se transfirieron 150 uL a tubos tipo Eppendorf, se afiadieron 150 uL de una disolucion
de H202 () al 0.125 mM y se incubaron a 37°C por 1 h. Para cada tratamiento se incluyeron
controles sin H>O; (Crisol) agregando 150 pyL de caldo MH. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas en caldo MH, agregando 50 pL en una placa de agar MH. Las placas fueron
incubadas por 24 h y se determiné el porcentaje de mortalidad en funcion del nUmero de colonias
supervivientes al tratamiento con H2O,. Para aquellos AEs que provocaron la sensibilidad de la
cepa al H2O,, se les realizé la evaluacion de 74 a 1/64 de la CMI, siguiendo el procedimiento

descrito con anterioridad.

21.3.3. Actividad de los aceites esenciales sobre los mecanismos de

farmacorresistencia de A. baumannii

Para los AEs que presentaron actividad sobre el crecimiento de A. baumannii, se les realizé la
evaluacion de la actividad antifarmacorresistencia desde dos abordajes antibiopeliculas:
inhibicion y degradacion de la biopelicula formada por una cepa de referencia ABA-ATCC-1605 y
el aislado clinico ABA-UIMY-81, previamente caracterizados como formadores de biopeliculas

mediante el método colorimétrico de microdilucion con cristal violeta (Uc-Cachédn et al., 2024).
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2.1.3.3.1. Determinacion de la actividad anti-formacion de biopeliculas

Primeramente, se reactivaron las cepas en caldo tripticasa soya (CTS) (Becton Dickinson) una
noche previa y se realizdé un cultivo secundario que se ajustdé a una turbidez equiparable al
estandar 0.5 de McFarland. La suspensién bacteriana fue diluida en una proporcion 1:50 en caldo
TS enriquecido con 1% (v/v) de glucosa (Sigma-Aldrich). Posteriormente, 100 pL de la suspensién
fueron agregados a una microplaca de 96 pozos donde previamente los AEs de interés se
prepararon en una serie de 6 concentraciones subinhibitorias de 1/2 a 1/64 valor de su CMI. Se
incluyé como control positivo el acido etilendiaminotetraacético (EDTA; Sigma-Aldrich) y como
control negativo cultivos sin AEs. Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente
los cultivos fueron decantados y se realizaron tres lavados con agua destilada estéril para eliminar
el resto de las bacterias planténicas. Las biopeliculas se fijaron con calor por 45 min a 60 °C.
Luego, las biopeliculas bacterianas fueron tefiidas con 200 pL de una disolucion de cristal violeta
(Sigma-Aldrich) al 0.1% por 30 min a TA. El exceso del colorante se retir6 con lavados con agua
destilada estéril, seguido de la adicion de 200 pL de acido acético al 40% (v/v) para liberar el color
y medir la absorbancia del cristal violeta a 490 nm mediante un lector de microplacas. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron en % de inhibicién y se calculd la Clso
de cada AE con apoyo del programa R. software. v.4.3.2. (Abd EI-Rahman et al., 2023; Uc-Cachén
et al.,, 2021). Con la finalidad de comparar el efecto de los AEs en la inhibicién de biopeliculas, se
realiz6 un ANOVA de dos vias para la media de los valores de Clso de los tratamientos sobre
ambas cepas, ademas de un analisis a posteriori de comparaciones multiples de Tukey. Los
factores considerados fueron tratamiento (AEs o compuestos puros) y cepa (aislado clinico o
cepa de referencia). Los estadisticos con valores de P < 0.05 fueron considerados significativos.

Los analisis se realizaron en R. software. v.4.3.2.

2.1.3.3.2. Analisis por microscopia electréonica de barrido del efecto anti-formaciéon de

biopeliculas

Los AEs que resultaron activos en la inhibicion de la formacién de biopeliculas en términos de
Clso se evaluaron morfométricamente. Para observar los cambios en la estructura de las
biopeliculas se utilizé la técnica de microscopia electrénica de barrido (MEB) siguiendo la
metodologia propuesta por Gomez-Sequeda et al. (2020), con ligeras modificaciones. Para ello,
se emplearon secciones de cubreobjetos de vidrio estériles que fueron depositados en el fondo
de microplacas de 96 pozos. Posteriormente, se agregd 100 pL del inéculo bacteriano en caldo
CTS (Becton Dickinson) enriquecido con glucosa (1%) (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37 C

durante 24 h, en presencia y ausencia de 100 uL de disoluciones de CTS conteniendo 2, 1/4 y
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1/8 de la CMI de los AEs. Como control negativo se incluyeron biopeliculas sin agregar AE.
Después de 24 h, estas secciones de vidrio fueron recuperados de los pozos y se realizaron
lavados con agua destilada estéril para eliminar las células plancténicas. Luego, fueron fijadas
con glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 2.5% durante 2 h. Posteriormente se retir6 el glutaraldehido
y se realizaron lavados con agua destilada. Las muestras fueron deshidratadas en un gradiente
de etanol (Sigma-Aldrich) del 30, 50 y 70%, dejando cada disolucion por 30 min a TA. Para su
observacién por microscopia electronica de barrido (MEB), los cultivos tratados y no tratados con
AEs se dejaron secar por 1 h a TA. Las secciones de cubreobjetos de vidrio fueron recubiertas
con una capa de oro y montadas en tubos de aluminio. Las muestras fueron observadas usando
el MEB (JEOL, JSM-6360 LV) bajo las siguientes condiciones: alto vacio, voltaje de aceleracion
de 15 kV y un aumento de 1500x, 10,000x y 20,000x.

2.1.3.3.3. Determinacién de la actividad degradativa de biopeliculas

El ensayo se realizé en microplacas de poliestireno de 96 pozos. Brevemente, se realizé un cultivo
en caldo MH de una noche previa que fue ajustado a una turbidez equiparable al estandar 0.5 de
McFarland. La suspension bacteriana fue diluida 1:100 en CTS (Becton Dickinson) que estaba
enriquecido con 1% de glucosa (Sigma-Aldrich). Se adicionaron 200 L de la suspensién en cada

pocillo y se incubaron por 24 h a 37°C para permitir la formacién de la biopelicula.

Posteriormente el contenido de los pozos fue decantado y se hicieron lavados con solucion salina
con fosfato (Sigma-Aldrich) Se adicionaron 200 uL de disoluciones de CTS (Becton Dickinson) a
cada pozo que contenian una serie de 6 concentraciones subinhibitorias de los AEs de 1/2 a 1/64
de valor de su CMI, y se incubaron durante a 37°C por 24 h. Se incluyeron pocillos sin AEs (control
negativo) y pocillos con una disolucion de EDTA (Sigma-Aldrich) (control positivo) (500, 400, 300,
200, 100, 50 yg/mL). La placa de ensayo se incub6 de nuevo durante 24 h a 37 °C; posteriormente
el contenido de la placa fue decantado y lavado tres veces con agua destilada estéril para
posteriormente fijar y tefir las biopeliculas con cristal violeta como previamente se describié en
el método anterior. Se determiné la DO a 490 nm y se calculd la concentracion del AE que provoca
la degradacion del 50% (CDso) de la biopelicula mediante R. software. v.4.3.2. (Dzib-Baak et al.,
2022; Stepanovi¢ et al., 2007).

2.1.3.3.4. Determinacion del efecto modulador de la resistencia a antibioticos de los AEs

Para determinar la actividad de los AEs en la resistencia a los antibidticos via bombas de eflujo
se realizd el ensayo de reversion de la resistencia utilizando como modelos los aislados clinicos

MDR UIMY-ABA-16 y UIMY-ABA-5, que se caracterizaron fenotipicamente por poseer bombas
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de eflujo como mecanismo de resistencia a los antibiéticos amikacina (AMK) e imipenem (IMP),
respectivamente (Uc-Cachon et al., 2024). Para este ensayo, previamente se determiné la CMI

de los AEs sobre los aislados clinicos por el método de REMA.

El ensayo se realizé en microplacas de poliestireno de 96 pozos. Se adicionaron 50 L de
disoluciones en caldo MH (Becton Dickinson) que contenian concentraciones de IMP (Sigma-
Aldrich) (256 a 2 uyg/mL) y AMK (Sigma-Aldrich) (256 a1 ug/mL). Luego, se agregaron a los pozos
50 uL de los AEs en concentraciones equivalentes a 2 CMI, seguido de 100 pL de in6culo
bacteriano (1 x 106 UFC/mL). Todos los ensayos incluyeron un control positivo (cultivos con el
inhibidor de bomba de eflujo: fenilalanina-arginina-B-naftilamida [Sigma-Aldrich] a 50 pg/mL), un
control negativo (caldo de cultivo con los antibiéticos sin AEs) y un control de esterilidad (caldo
de cultivo sin indculo). Las placas fueron incubadas a 37°C por 16 h, posteriormente las CMI se
determinaron por REMA, como se describio anteriormente. El factor de modulacion de antibiéticos
(FMA), calculado como CMI (antibiético s6lo) / CMI (antibidtico + AEs), se utilizé para expresar

los efectos moduladores de los AEs. (Uc-Cachon et al., 2024).
2.1.4. Actividad citotoxica de los aceites esenciales bioactivos

La actividad citotoxica de los AEs bioactivos se evalud sobre lineas celulares de primate (ATCC
CCL-8). Las lineas celulares fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB; Sigma-Aldrich), 10,000 U de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina
(Biowest). Los cultivos celulares se mantuvieron en una atmésfera con 95% de humedad y 5%
de COz2a 37 °C.

El ensayo se realiz6 por el método de tincidon con sulforodamina B en placas de cultivo celular de
96 pozos. Primeramente, a cada pozo se le adiciond 100 yL de medio con 10% de SFB con una
densidad celular de 50,000 células/mL y se incubd por 24 h. Al término de este tiempo, el medio
fue retirado y se afiadié 100 uL de medio nuevo sin SFB (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se
adicionaron 100 pL de medio donde previamente se disolvieron los AEs y finalmente se realizan
las diluciones seriadas evaluandose los AEs en un rango de 1000-62.5 ug/mL. Las placas se
incubaron por 48 h y al término de este tiempo se decanté el medio y las células fueron fijadas
con 50 pL de una disolucién de acido tricloroacético (Sigma-Aldrich) al 10%, incubandose las
placas a 4°C durante 30 min. Seguidamente se retiré el sobrenadante y se adicionaron 50 pL de
una disolucion de sulforodamina B (0.1% sulforadamina B en acido acético al 1%) y se dejo
reaccionar durante 15 min. Finalmente se decanto el sobrenadante y se realizaron cuatro lavados

con una disolucién de acido acético (Sigma-Aldrich) al 1%. La tincidn se solubilizé con 100 uL de
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una disolucién de tris-base (Sigma-Aldrich) (10 mM) y se determiné DO a 540 nm. La actividad
citotoxica se determind empleando la siguiente formula (DO control-DO extracto/DO control) x
100. Las evaluaciones sobre cada linea celular se realizaron por ftriplicado. La actividad se
expresod como concentracion citotoxica 50 (CCsp) que se determind mediante R. software. v.4.3.2.
Se calculé el indice de selectividad (IS) para los AEs bioactivos en cada uno de los modelos in
vitro dividiendo la CCs entre la Clso 0 la CMI para cada AEs, segun sea el caso (Dzul-Beh et al.,
2019).

2.1.5. Analisis de la relacion entre la actividad antiinfecciosa con la composiciéon quimica

de los aceites esenciales

Con la finalidad de analizar la relacién entre la actividad biolégica y la composicion quimica de
los AEs estudiados, e identificar metabolitos asociados con la actividad antiinfecciosa, se empled
un analisis discriminante por minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA, por sus siglas
en inglés) utilizando MetaboAnalyst V.6.0. Se construy6 una matriz de Excel que consistia en dos
partes; 1) el porcentaje de area para cada uno de los compuestos detectados en los AEs, 2) una
clasificacion categodrica de la actividad. Para esta matriz se consideraron soélo aquellos
compuestos con un porcentaje de area >5% vy la clasificacion categérica se determiné como
“activo” y “no activo” considerando los resultados experimentales obtenidos en cada modelo
evaluado. El modelo de OPLS-DA fue evaluado mediante los coeficientes R? (capacidad
explicativa) y Q? (capacidad predictiva), calculados a través de un procedimiento de validacién
cruzada de 5 pliegues. Estos parametros aseguraron la robustez y validez estadistica del modelo.
Para identificar los metabolitos que contribuyen significativamente a la separacion vy
discriminacién de los grupos se calcularon los valores de importancia de las variables (VIP, por
sus siglas en inglés) y se construyd un grafico S-plot. Este ultimo permitié visualizar la carga y
correlacion de cada metabolito en la discriminacion de los grupos, destacando aquellos mas
asociados con la actividad antiinfecciosa. Sélo se consideraron aquellos metabolitos con un alto
valor de carga predictiva (valor de p) y un VIP mayor a 1. Se realizaron cuatro modelos OPLS-DA
con base en los resultados obtenidos en: 1) la evaluacion sobre el crecimiento, 2) la actividad
anti-biopeliculas y anti-catalasa, 3) la actividad en la modulacion de la resistencia via bombas de
eflujo, 4) la actividad anti-QS. Para el primer modelo se considero la actividad mostrada por los
10 AEs estudiados, para los demas modelos solo se consideraron los resultados presentados por
LOR, PAU, PAM y AHI, ya que el resto de los AEs no fueron evaluados bajo estos modelos
(Pineda-Alegria et al., 2024; Mohanty et al., 2023).
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3.1. RESULTADOS

3.1.1. Composicion quimica de los aceites esenciales

En la tabla 3.1 se muestran los compuestos identificados por CG-EM en el AE de LOR. Se destaca
el timol (48.9%) como compuesto mayoritario, seguido del p-cimeno (16.2%) y B-cariofileno
(9.4%), que juntos representaron el 74.6% del total de la composicion del AE. Un gran porcentaje
de los compuestos identificados son monoterpenos (76.9%), particularmente monoterpenos

oxigenados (57.0%).

Tabla 3.1. Composicion quimica del aceite esencial de Lippia origanoides

. IR L. & Método de
Pico Compuesto Clase IR® ADAMSb % area identificacione
1 Mirceno M 992 988 3.6 IR, MS
2 p-Cimeno M 1030 1020 16.2 IR, MS, IE
3 Eucaliptol MO 1037 1026 4.0 IR, MS, IE
4 Timol, metil-éter MO 1239 1232 4.1 IR, MS
5 Timol MO 1302 1289 48.9 IR, MS, IE
6 B-Cariofileno S 1439 1417 9.4 IR, MS, IE
7 a-Humuleno S 1475 1452 49 IR, MS, IE
8 Oxido de cariofileno SO 1607 1582 3.0 IR, MS, IE
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 19.8
Monoterpenos oxigenados 57.0
Sesquiterpenos 14.3
Sesquiterpenos oxigenados 3.0
% total identificado 94.1

a) Indices de retencién calculado experimentalmente relativo a una serie de n-alcanos (C8-C40). b) indices de retencion
bibliograficos (Adams, 2007). c) método de identificacion: IR = identificacion tentativa basada en el indice de retencion,
MS-= identificacion tentativa basada en espectrometria de masas con cromatografia en columna DB-5, IE= identificacion
confirmatoria con estandares comerciales. M= Monoterpeno, MO= Monoterpeno oxigenado, S= Sesquiterpeno, SO=
Sesquiterpeno oxigenado. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

En la tabla 3.2. se muestran los compuestos identificados en el AE de BSI. Se identifico la
presencia del a-pineno (65.2%) como compuesto claramente mayoritario. Ademas, se detectaron
otros monoterpenos como B-pineno (11.8%) y limoneno (4.4%). Fue el unico AEs en el que no se

identificaron sesquiterpenos.
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Tabla 3.2. Composicién quimica del aceite esencial de Bursera simaruba.

. o IR o) 4 . . o
Pico Compuesto Clase IR ADAMSb % area Método de identificacion
1 a-Pineno M 944 932 65.2 IR, MS, IE
2 Canfeno M 955 946 1.3 IR, MS, IE
3 B-Pineno M 984 974 11.8 IR, MS
4 Mirceno M 992 988 1.0 IR, MS, IE
5 Limoneno M 1034 1024 4.4 IR, MS, IE
6 trans-Pinocarveol MO 1148 1135 1.0 IR, MS
7 trans- Verbenol MO 1153 1140 1.3 IR, MS
8 NI 1309 3.2
9 NI 1318 1.4
10 NI 1321 1.4
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 83.7
Monoterpenos oxigenados 2.3
% total identificado 86.0

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. NI = no identificado. Los tres compuestos mas abundantes se
resaltan en gris.

La composicion quimica del AE de PAU se encuentra mayoritariamente representada por safrol
(70.2%), seguido en menor proporcién por sesquiterpenos como (-cariofileno (4.6%) y
germacreno D (4.3%) (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Composicion quimica del aceite esencial de Piper auritum.

3 a IR WL & Método de
Pico Compuesto Clase IR ADAMS®P % area identificacién
1 Safrol MO 1308 1285 70.2 IR, MS, IE

2 a-Copaeno S 1391 1374 1.0 MS, IE
3 B-Cariofileno S 1441 1417 4.6 IR, MS, IE
4 Germacreno D S 1501 1480 4.3 IR, MS
5 Biciclogermacreno S 1516 1500 2.7 IR, MS
6 Miristicina S 1533 1517 2.4 IR, MS, IE
7 ~ Espatulenol SO 1600 1577 34 IR, MS, IE
8 Oxido de cariofileno SO 1610 1582 1.2 IR, MS, IE
9 Fitol DO 2118 1942 1.0 IR, MS, IE
% total de clase de compuestos
Monoterpenos oxigenados 70.2
Sesquiterpenos 15.0
Sesquiterpenos oxigenados 4.6
Diterpenos oxigenados 1.0
% total identificado 90.8

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. DO= Diterpeno oxigenado. Los tres compuestos mas abundantes
se resaltan en gris.

En la tabla 3.4 se describe la composicion quimica del AE de PAM, que contrasta con la

composicion del AE del mismo género PAU, ya que se encuentra representada totalmente por
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sesquiterpenos (84.4%). Los compuestos mayoritarios identificados fueron 3-bisaboleno (33.8%),

B-cariofileno (12.9%) y a-curcumeno (12.7%).

Tabla 3.4. Composicion quimica del aceite esencial de Piper amalago.

. a IR . Método de
Pico Compuesto Clase IR ADAMS? % area identificacione
1 0-Elemeno S 1352 1335 24 IR, MS
2 B-Elemeno S 1407 1389 1.0 IR, MS
3 B-Cariofileno S 1443 1417 12.9 IR, MS, IE
4 FaRneseno S 1465 1440 4.2 IR, MS
5 a-Curcumeno S 1496 1479 12.7 IR, MS
6 Germacreno D S 1502 1480 1.4 IR, MS
7 a-Zingibereno S 1507 1493 2.8 IR, MS
8 B-Bisaboleno S 1525 1505 33.8 IR, MS
9 NI 1651 1.0
10 B-Sesquifelandreno S 1540 1521 7.6 IR, MS
11 Oxido de cariofileno SO 1610 1582 2.9 IR, MS, IE
12 2-Pendadecanona SO 1703 1682 1.0 IR, MS
13 4-(1,5-dimetilhex-4-il) SO 1708 1677 13 IR, MS
ciclohex-2-en-1-ona
14 NI 1713 1.0
15 NI 1801 2.3
16 NI 1826 25
17 NI 1888 3.1
18 NI 1910 1.3
19 NI 1927 1.2
% total de clase de compuestos
Sesquiterpenos 79.2
Sesquiterpenos oxigenados 5.2
% total identificado 84 .4

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. NI = no identificado. Los tres compuestos mas abundantes se
resaltan en gris.

En la tabla 3.5 se puede observar que los tres compuestos mas abundantes del AE de AHI son
espatulenol (15.8%), 6xido de cariofileno (8.1%) y a-pineno (7.7%). En contraste con el AE de
LOR, el AE de AHI se encuentra representado en su mayoria por sesquiterpenos (57.9%). Fue el
unico AE donde se identificaron diterpenos como el kaureno y su derivado oxigenado kauran-16-

ol.

44



CAPITULO Il

Tabla 3.5. Composicion quimica del aceite esencial de Ambrosia hispida.

. a IR o & Método de
Pico Compuesto Clase IR ADAMS®b % area identificacione
1 a-Pineno M 938 932 7.7 IR, MS, IE
2 Limoneno M 1033 1024 1.3 IR, MS, IE
3 Silfiferol-5-ene S 1340 1326 1.5 IR, MS
4 Silfineno S 1363 1345 2.3 IR, MS
5 a-Copaeno S 1391 1374 1.0 IR, MS
6 Modheph-2-ene S 1399 1382 2.4 IR, MS
7 B-Elemeno S 1405 1389 2.0 IR, MS
8 a-lsocomeno S 1407 1387 2.4 IR, MS
9 B-lsocomeno S 1430 1408 1.5 IR, MS
10 Aromadendreno S 1459 1439 1.3 IR, MS, IE

11 a-Curcumeno S 1493 1479 6.8 IR, MS
12 a-Muroleno S 1515 1500 1.6 IR, MS
13 y-Cadineno S 1532 1513 2.0 IR, MS
14 Nerolidol E SO 1572 1561 2.9 IR, MS, MSW
15 . Espatulenol SO 1604 1577 15.8 IR, MS, IE
16 Oxido de cariofileno SO 1610 1582 8.1 IR, MS, IE
17 Veltonal SO 1618 1599 25 IR, MS
18 NI 1623 1.5
19 Epoéxido 1l de humuleno SO 1634 1608 1.8 IR, MS
20 NI 1661 54
21 NI 1688 1660 1.1 IR, MS
22 Amorfa-4,7(11)-dieno SO 1795 1775 1.3 IR, MS, MSW
23 Acido hexadecanoico AG 1950 1910 1.3 IR, MS
24 Kaureno D 2093 2042 3.2 IR, MS,
25 NI 2194 1.0
26 NI 2234 1.8
27 Kauran-16-ol DO 2295 2252 3.0 IR, MS
% total de clase de compuestos
Monoterpeno 9.0
Sesquiterpeno 24.8
Sesquiterpeno oxigenado 324
Diterpeno 3.2
Diterpeno oxigenado 3.0
Acido graso 1.3
% total identificado 73.7
% total 84.5

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. NI= no identificado, AG= Acido graso, D= Diterpeno, DO= Diterpeno
oxigenado. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

La composicion quimica del AE de HSU esta dominada por una variedad de sesquiterpenos,
siendo los mas abundantes B-cariofileno (16.2%), espatulenol (12.4%) y a-bergamoteno (7.5%)
(Tabla 3.6.).

45



CAPITULO Il

Tabla 3.6. Composicion quimica del aceite esencial de Hyptis suaveolens.

: a IR o/ = Método de
Pico Compuesto Clase IR ADAMSP % area identificacion®
1 Sabineno M 977 969 3.8 IR, MS
2 B-Pineno M 981 974 1.0 IR, MS, IE
3 p-Cimeno M 1028 1020 2.7 IR, MS, IE
4 Limoneno M 1033 1024 2.0 IR, MS, IE
5 Eucaliptol MO 1036 1026 1.1 IR, MS, IE
6 Terpinoleno MO 1093 1086 1.6 IR, MS
7 a-Cubebeno S 1362 1345 1.1 IR, MS
8 a-Copaeno S 1393 1374 6.6 IR, MS
9 3-Bourboneno S 1403 1387 3.0 IR, MS
10 B-Elemeno S 1405 1389 1.7 IR, MS
11 B-Cariofileno S 1444 1417 16.2 IR, MS, IE
12 a-Bergamoteno S 1451 1411 7.5 IR, MS
13 a-Humuleno S 1475 1452 21 IR, MS, IE
14 Germacreno D S 1502 1480 5.1 IR, MS
15 B-Selineno S 1507 1489 1.0 IR, MS
16 Elixeno S 1518 1492 4.0 IR, MS
17 Cubebol SO 1544 1533 1.1 IR, MS
18 . Espatulenol SO 1606 1577 1.4 IR, MS, IE
19 Oxido de cariofileno SO 1611 1582 4.4 IR, MS, IE
20 Pogostol SO 1678 1651 1.8 IR, MS
21 Bergamotol SO 1711 1690 55 IR, MS
22 Abietatrieno D 2094 2055 1.2 IR, MS
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 9.5
Monoterpenos oxigenados 2.7
Sesquiterpenos 44.3
Sesquiterpenos oxigenados 24.2
% total identificado 86.0

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. D= Diterpeno. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en

gris.

En la tabla 3.7. se muestran los compuestos identificados en el AE de CYU. La composicion

quimica estuvo totalmente representada por sesquiterpenos siendo el a-bisabolol (16.2%), 6xido

de cariofileno (14.4%) y B-cariofileno (13.0%) los mas abundantes.
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Tabla 3.7. Composicion quimica del aceite esencial de Croton yucatanensis

: s IR W Método de
Pico Compuesto Clase IR ADAMS®P % area identificacione
1 a-Copaeno S 1392 1374 2.6 IR, MS
2 3-Bourboneno S 1405 1387 9.9 IR, MS
3 B-Cariofileno S 1443 1417 13.0 IR, MS, IE
4 3-Copaeno S 1449 1430 1.5 IR, MS
5 a-Humuleno S 1475 1452 1.9 IR, MS, IE
6 Aromadendreno S 1482 1458 1.1 IR, MS, MSW
7 y-Muroleno S 1493 1478 14 IR, MS
8 Germacreno D S 1500 1484 1.2 IR, MS
9 -bisaboleno S 1520 1505 2.2 IR, MS
10 _ Espatulenol SO 1598 1577 4.2 IR, MS
11 Oxido de cariofileno SO 1613 1582 14.4 IR, MS, IE
12 NI 1634 1.0
13 Epdxido Il de humuleno SO 1636 1608 1.3 IR, MS
14 Cubenol-1, 10-di-epi SO 1638 1618 1.3 IR, MS
15 y-Eudesmol SO 1647 1622 1.5 IR, MS
16 a-Cadinol SO 1676 1652 1.0 IR, MS
17 NI 1679 1.0
18 a-Bisabolol SO 1706 1685 16.2 IR, MS
% total de clase de compuestos
Sesquiterpenos 35.1
Sesquiterpenos oxigenados 40.2
% total identificado 75.3

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. NI= no identificado. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan

en gris.

En la tabla 3.8 se puede observar que los tres compuestos mas abundantes del AE de TDI fueron

a-humuleno (11.3%), B-cariofileno (9.3%) y oxido de cariofileno (8.5). Los sesquiterpenos fueron

la clase quimica mas dominante.

47



CAPITULO Il

Tabla 3.8. Composicion quimica del aceite esencial de Turnera diffusa.

: a IR W Método de
Pico Compuesto Clase IR ADAMS? % area identificaciéne
1 a-Pineno M 938 932 2.4 IR, MS, IE
2 B-Pineno M 981 974 2.9 IR, MS, IE
3 Eucaliptol MO 1037 1026 3.0 IR, MS, IE

4 a-Cubebeno S 1362 1345 1.3 IR, MS
5 a-Copaeno S 1393 1374 5.0 IR, MS
6 -Bourboneno S 1403 1387 4.3 IR, MS
7 B-Cariofileno S 1443 1417 9.3 IR, MS, IE
8 Guaiadieno S 1461 1442 2.0 IR, MS
9 a-Humuleno S 1478 1452 11.3 IR, MS, IE
10 Aromadendreno S 1405 1458 3.7 IR, MS, MSW
11 y-Muroleno S 1495 1478 4.6 IR, MS
12 Germacreno D S 1502 1480 1.7 IR, MS
13 Guaieno S 1516 1492 1.5 IR, MS
14 Calameneno S 1541 1521 4.2 IR, MS
15 _ Espatulenol SO 1599 1577 5.9 IR, MS
16 Oxido de cariofileno SO 1613 1582 8.5 IR, MS, IE
17 Epdxido Il de humuleno SO 1636 1608 7.5 IR, MS
18 NI 1658 1.4
19 NI 1662 1.4
20 -Eudesmol SO 1677 1649 1.1 IR, MS
21 NI 1679 1.2 IR, MS
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 4.3
Monoterpenos oxigenados 3.0
Sesquiterpenos 48.9
Sesquiterpenos oxigenados 23.0
% total identificado 80.2

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. NI= no identificado. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan

en gris.

La mayor parte del AE de LCA esta representada por sesquiterpenos. Los compuestos mas

abundantes fueron 6xido de cariofileno (37.8%), B-cariofileno (25.8%) y sabineno (6.1%) (Tabla

3.9).
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Tabla 3.9. Composicion quimica del aceite esencial de Lantana canescens.

! IR 0 Método de
Pico Compuesto Clase IR® ADAMSP % area identificacion®
1 Sabineno M 977 969 6.1 IR, MS
2 a-Copaeno S 1391 1374 3.6 IR, MS
3 B-Elemeno S 1405 1389 3.9 IR, MS
4 B-Cariofileno S 1445 1417 25.8 IR, MS, IE
5 o-Humuleno S 1475 1452 3.7 IR, MS, IE
6 Aromadendreno S 1482 1458 1.6 IR, MS, MSW
7 _ y-Muroleno S 1492 1478 1.2 IR, MS
8 Oxido de cariofileno SO 1615 1582 37.8 IR, MS, IE
9 Epoxido Il de humuleno SO 1636 1608 2.5 IR, MS
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 6.1
Sesquiterpenos 38.2
Sesquiterpenos oxigenados 40.3
% total identificado 86.2

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

Los sesquiterpenos predominaron en el AEs de OCA, siendo el compuesto mas abundante (-
cariofileno (24.7%). También se identificaron monoterpenos importantes como el metil eugenol
(21.8%), eugenol (7.5%) y eucaliptol (5.5%) (Tabla 3.10).
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Tabla 3.10. Composicion quimica del aceite esencial de Ocimum campechianum.

Pico Compuesto Clase IR IR % area Método de
identificacién®
1 Limoneno M 1035 1022 3.7 IR, MS, IE
2 Eucaliptol MO 1038 1026 5.5 IR, MS, IE
3 Canfor MO 1154 1141 1.4 IR, MS, IE
4 Eugenol MO 1369 1356 7.5 IR, MS, IE
5 B-Elemeno S 1405 1389 1.0 IR, MS, IE
6 Metil eugenol MO 1418 1403 21.8 IR, MS
7 B-Cariofileno S 1447 1417 24.7 IR, MS, IE
8 a-Humuleno S 1476 1452 3.7 IR, MS, IE
9 Germacreno D S 1501 1480 3.4 IR, MS
10 Biciclogermacreno S 1520 1500 1.7 IR, MS
11 B-Bisaboleno S 1523 1505 6.0 IR, MS
% total de clase de compuestos
Monoterpenos 3.7
Monoterpenos oxigenados 36.2
Sesquiterpenos 50.5
% total identificado 90.4

Letras y abreviaturas iguales a las de la Tabla 3.1. Los tres compuestos mas abundantes se resaltan en gris.

En la Tabla 3.11 se resume el porcentaje de area para los metabolitos identificados en los 10 AEs.
Se observa que el B-cariofileno y 6xido de cariofileno fueron los compuestos mas ampliamente
distribuidos, ya que se encontraron en 8 de los 10 AEs estudiados. Otros compuestos presentes

en varios AEs fueron el a-humuleno, germacreno D, espatulenol y a-copaeno.
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Tabla 3.11. Composicion quimica de los diez aceites esenciales analizados.

AEs
Compuestos

LOR  BSI PAU PAM AHI HSU CYU TDI LCA OCA

a-Pineno - 65.2 - - 7.7 - - 2.5 - -
Sabineno - - - - - 3.9 - - 6.2 -
B-Pineno - 11.8 - - - 1.1 - 1.9 - -
Mirceno 3.6 1.0 - - - - - - - -
p-Cimeno 16.2 - - - - 2.8 - - - -
Limoneno - 4.4 - - 1.3 2.1 - - - 3.7
Eucaliptol 4.0 - - - - 1.1 - 3.0 - 5.5
Timol, metil-eter 4.1 - - - - - - - - -
Timol 48.9 - - - - - - - - -
Safrol - - 70.2 - - - - - - -
Eugenol - - - - - - - - - 75
a-Copaeno - - 1.0 - 1.0 6.7 2.6 5.0 - -
Modef-2-eno - - - - 2.4 - - - - -
Silfineno - - - - 23 - - - - -
B-Bourboneno - - - - - 3.1 10.0 4.3 - -
NI_BSI - 3.2 - - - - - - - -
NI_PAM - - - 2.3 - - - - - -
B-Elemeno - - - 1.0 2.0 1.8 - - - 1.0
a-lsocomeno - - - - 2.4 - - - - -
Metil eugenol - - - - - - - - - 21.8
Farneseno - - - 4.2 - - - - - -
a-Curcumeno - - - 12.7 6.8 - - - - -
B-Cariofileno 9.4 - 4.6 12.9 - 16.2 13.1 94 259 247
a-Bergamoteno - - - - - 7.5 - - - -
Guaiadieno<6,9-> - - - - - - - 2.0 - -
a-Humuleno 4.9 - - - - 2.2 2.0 11.4 3.8 3.7
Aromadendreno - - - - 1.3 - 1.1 3.7 1.7 -
0-Elemeno - - - 24 - - - - - -
y-Muuroleno - - - - - - 14 4.7 1.3 -
Germacreno D - - 4.3 1.4 - 5.1 1.2 1.8 - 3.4
Biciclogermacreno - - 2.7 - - - - - - 11.7
Elixeno - - - - - 4.0 - - - -
a-Zingibereno - - - 2.8 - - - - - -
B-Bisaboleno - - - 33.8 - - 2.2 - - 6.0
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a-Bisabolol - - - - - - 16.3 - - -
y-Cadineno - - - - 2.0 - - - - -
Nerolidol E - - - - 2.9 - - - - -
Miristicina - - 2.4 - - - - - - -
Calameneno - - - - - - - 4.2 - -
NI_PAM - - - 2.5 - - - - - -
Espatulenol - - 3.4 - 158 114 4.2 5.9 - -
B-Sesquifelandreno - - - 7.6 - - - - - -
NI_PAM - - - 3.1 - - - - - -
Oxido de cariofileno 3.0 - 1.2 29 8.1 4.4 14.5 8.5 37.8 -
Veltonal - - - - 25 - - - - -
Epodxido Il de humuleno - - - - 1.8 - 1.3 7.6 2.5 -
NI_AHI - - - - 5.4 - - - - -
z-a-Bergamotol - - - - - 55 - - - -
Kaureno - - - - 3.2 - - - - -
Kauran-16-ol - - - - 3.0 - - - - -

Solo se presentan los metabolitos con un porcentaje de area = 1%. Se resaltan en gris los metabolitos que estuvieron
presentes en cuatro o0 mas aceites esenciales. Se resaltan en negritas los tres metabolitos mas abundantes para cada
aceite esencial. NI: no identificado. PAU: P. auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida; BSI: B.
simaruba; HSU: H. suaveolens; OCA: O. campechianum; CYU: C. yucatanensis; LCA: L. canescens; TDI: T. diffusa

En la Figura 3.1 se compara la composicién quimica de los AEs agrupando los metabolitos en
clases de terpenos. Se observa que los AEs de BSI, LOR y PAU fueron claramente dominados
por monoterpenos, particularmente por monoterpenos oxigenados en LOR y PAU. En el resto de
los AEs los sesquiterpenos fueron los metabolitos mas representativos. Se distingue el AEs de
PAM como el que mostré mayor proporcion de sesquiterpenos (79.2%), donde el metabolito mas
abundante fue el B-bisaboleno, mientras que los AEs de CYU y LCA mostraron la mayor
dominancia de sesquiterpenos oxigenados (40%). ElI AE de AHI fue el unico donde se identificd

la presencia de diterpenos y diterpenos oxigenados.
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Sesquiterpenos oxigenados
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Figura 3.1. Proporcion de las diferentes clases de terpenos identificados en los aceites esenciales. PAU:
P. auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida; BSI: B. simaruba; HSU: H. suaveolens;
OCA: O. campechianum; CYU: C. yucatanensis; LCA: L. canescens; TDI: T. diffusa.
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El diagrama de UpSet de la composicion quimica de los AEs permitié determinar que la mayoria
de los metabolitos se compartian al menos entre dos AEs, destacandose el B-cariofileno y el 6xido
de cariofileno, los cuales fueron identificados en ocho de los 10 AEs analizados. Se detectaron
pocos compuestos exclusivos en los AEs. Por ejemplo, los compuestos exclusivos del AEs de
LOR fueron el timol (48.9%) y timol metil-éter (4.1%), y para el AEs de PAU fueron safrol (70.2%)
y miristicina (2.4%). EI AE de OCA se caracterizd por la presencia de eugenol (7.5%) y metil
eugenol (21.8%), HSU fue la unica especie con a-bergamoteno (7.5%), z-a bergamotol (5.5%) y
elixeno (4%), mientras que los metabolitos guaiadeno6-9 (2%) y calameneno (4.2%) solo
estuvieron presentes en TDI. El a-bisabolol (16.3%) fue caracteristico del AE de CYU. Es
relevante sefialar que los AEs que presentaron la mayor cantidad de compuestos exclusivos en

su composicion quimica fueron AHI y PAM, con 9 y 7 metabolitos, respectivamente (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Grafico de UpSet de los metabolitos presentes en los diez aceites esenciales. Solo se analizaron los
metabolitos con un porcentaje de area = 1%. Los puntos negros conectados por lineas negras reflejan la presencia de
los metabolitos en cada aceite esencial, mientras que el tamafio del conjunto (set size, barras verdes) refleja la cantidad
total de metabolitos presentes en cada aceite esencial individual. Las barras verticales azules indican la cantidad de
metabolitos exclusivos o compartidos entre los conjuntos, permitiendo identificar los compuestos comunes y distintivos
en los aceites esenciales estudiados. #: representa los compuestos exclusivos del aceite esencial de A. hispida, modef-
2-eno, silfineno, a-isocomeno, y-cadineno, nerolidol E, veltonal, kaureno, kauran-16-ol y un compuesto no identificado.
+: representa los compuestos exclusivos del aceite esencial de P. amalago, farneseno, 6-elemeno, a-zingibereno, -
sesquifelandreno, tres compuestos no identificados. PAU: P. auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A.
hispida; BSI: B. simaruba; HSU: H. suaveolens; OCA: O. campechianum; CYU: C. yucatanensis; LCA: L. canescens;
TDI: T. diffusa.
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Los resultados del analisis de componentes principales (PCA) mostraron una varianza acumulada
de 75% en los primeros tres componentes (Figura 3.3), lo que sugiere que el modelo esta
capturando una proporcion significativa de la varianza. En la proyeccién de los componentes 1-2
(Figura 3.3a) se observa que los AEs de BSI y PAU forman dos grupos claramente diferenciados,
explicados por la alta carga del a-pineno y el safrol, como se observa en el diagrama de cargas
(Figura 3.3b). Por otro lado, el resto de los AEs formaron un s6lo grupo, destacando que en estos
AEs la composicion quimica se caracterizé principalmente por la presencia de sesquiterpenos y
por no presentar un compuesto claramente mayoritario, con excepcion del AE de LOR. En la
proyeccion de los componentes 1-3 (Figura 3.3c) se muestra la formacion de un cuarto grupo,
donde se distingue el AEs de LOR, determinado por el alto valor de correlacion del timol al

componente principal 3, como se observa en el grafico de cargas (Figura 3.3d).
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Figura 3.3. Score plot y grafico de cargas del anadlisis de componentes principales (PC1-PC2; PC1-PC3)
generado a partir del % de area (=25%) de los metabolitos presentes en los aceites esenciales. PAU: P. auritum;
LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida; BSI: B. simaruba; HSU: H. suaveolens; OCA: O.

campechianum; CYU: C. yucatanensis; LCA: L. canescens; TDI: T. diffusa.
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3.1.2. Actividad de los aceites esenciales sobre el crecimiento de A. baumannii

3.1.21. Tamizaje de actividad anti- A. baumannii de los diez aceites esenciales

Los resultados del tamizaje se presentan en la Tabla 3.12. De un total de 10 AEs evaluados a tres
concentraciones (1000, 500 y 250 pg/mL), cuatro mostraron actividad anti-A. baumannii contra al
menos una cepa (CMI < 1000 pg/mL). Los AEs de LOR y AHI mostraron actividad contra las tres
cepas evaluadas, distinguiéndose LOR como el que mejor actividad presenté (CMI <250 pg/mL).
Los AEs de PAM y PAU solo mostraron actividad contra la cepa ABA-UIMY-81.

Tabla 3.12. Concentracién minima inhibitoria resultante del tamizaje de la actividad anti-
Acinetobacter baumannii de los diez aceites esenciales.

Cepas de Acinetobacter baumannii

AE/antibiético ABA-ATCC-
1605 ABA-UIMY-81 ABA-UIMY-88
LOR <250 <250 <250
AHI 1000 1000 1000
PAU NA 1000 NA
PAM NA 1000 NA
LCA NA NA NA
HSU NA NA NA
BSI NA NA NA
CYyu NA NA NA
TDI NA NA NA
OCA NA NA NA
TET 0.5 1 0.5

NA: No activo (CMI >1000 pg/mL). TET: Tetraciclina (control positivo).
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3.1.2.2. Concentraciones minima inhibitoria y minima bactericida de los aceites

esenciales bioactivos y compuestos puros

Los AEs de AHI, PAU y PAM no presentaron un efecto bactericida a 1000 pg/mL. La CMI del AE
de LOR para las cepas ABA-ATCC-1605 y ABA-UIMY-88 fue de 250 pg/mL, mientras que en el
aislado clinico ABA-UIMY-81 fue mas activo, con una CMI de 125 pg/mL (Tabla 3.13).

Tabla 3.13. Concentraciones minima inhibitoria y minima bactericida de los aceites esenciales activos

sobre Acinetobacter baumannii.

ABA-ATCC-1605 ABA-UIMY-81 ABA-UIMY-88
AE/antibidtico CMI CMB CMI CMB CMI CMB
LOR 250 250 125 125 250 250
AHI 1000 NB 1000 NB 1000 NB
PAU NA - 1000 NB NA -
PAM NA - 1000 NB NA -
TET 0.5 - 1 - 0.5

CMI: Concentracion minima inhibitoria (ug/mL); CMB: Concentracion minima bactericida (ug/mL); NA: No activo
(CMI > 1000 pg/mL); NB: No bactericida (CMB > 1000 pug/mL); TET: Tetraciclina (control positivo).

La CMI y CMB del timol y otros compuestos puros presentes en el AE de LOR se presentan en

la tabla 3.14.

Tabla 3.14. Concentraciones minima inhibitoria y minima bactericida del aceite esencial de Lippia origanoides
y compuestos puros presentes en su aceite esencial sobre Acinetobacter baumannii.

ABA-ATCC-1605 ABA-UIMY-81 ABA-UIMY-88

AE/compuestos puros CMI CMB CMI CMB CMI CMB

LOR 250 250 125 125 250 250

timol 250 250 500 500 250 250

p-cimeno 1000 1000 1000 1000 1000 1000
a-humuleno NA - NA - NA -
B-cariofileno NA - NA - NA -
oxido de cariofileno NA - NA - NA -
TET 0.5 - 1 - 0.5 -

CMI: Concentracién minima inhibitoria (ug/mL); CMB: Concentracién minima bactericida (ug/mL); NA: No activo (CMI > 1000

pg/mL). TET: Tetraciclina (control positivo).
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Para el timol se determiné una CMI de 250 pug/mL sobre el aislado clinico ABA-UIMY-88 y la cepa
ABA-ATCC-1605, y de 500 pg/mL sobre el aislado clinico ABA-UIMY-81. La CMI| y CMB del timol
fue similar a la presentada por el AE de LOR, excepto en el aislado clinico ABA-UIMY-81. El p-
cimeno presenté una CMI y CMB de 1000 ug/mL sobre todas las cepas. Adicionalmente, el AE
de LOR, y los metabolitos timol y p-cimeno fueron los Unicos que presentaron un efecto
bactericida sobre las tres cepas evaluadas. Los sesquiterpenos a-humuleno, B-cariofileno y éxido

de cariofileno no exhibieron actividad sobre las cepas evaluadas.

A partir de los resultados de CMI y CMB se seleccionaron los AEs activos: LOR, AHI, PAU, PAM
y el timol para continuar con su evaluacion en los modelos antivirulencia vy

antifarmacorresistencia.
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3.1.3. Actividad antivirulencia de los aceites esenciales sobre A. baumannii
3.1.3.1. Efecto de los aceites esenciales sobre la inhibicion de la producciéon de

violaceina en C. violaceum

Los valores de Clso en la inhibicién de la produccion de violaceina para cada AEs se muestran en
la Tabla 3.15. EI ANOVA mostré diferencias significativas entre los dos aceites activos, el
compuesto puro y el control positivo (F @3, 11y = 387.10, P <0.0001). EIl timol presentd mayor
actividad que el AE de LOR, mientras que el AE de AHI exhibi6é la menor actividad. Los AEs de
PAU y PAM no presentaron actividad.

Tabla 3.15. Actividad inhibitoria de la produccién de violaceina en Chromobacterium
violaceum por efecto de los aceites esenciales.

C. violaceum ATCC 12472

AE/ compuesto puro

Clso (ug/mL)
PAU NA
PAM NA
AHI 126.4 + 4.94
LOR 439 +5.9°
timol 26.3+5.7°
Cinamaldehido*® 15.0 £ 2.5°

Se presentan los valores promedio + la desviacion estandar para tres replicas. Las letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas entre los valores de Clso (Tukey, P< 0.05). *control
positivo. NA: No activo (inhibicion menor al 50% a 2 CMI).
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3.1.3.2. Actividad de los aceites esenciales sobre la actividad anti-catalasa de A.
baumannii

El tamizaje de los AEs y el timol a una concentracion de la mitad de sus respectivas CMI mostro
que el AE de AHI redujo significativamente la supervivencia de las células bacterianas en
respuesta al HxO,, resultando en una mortalidad de 56.7%, valor cercano al 68.7% de la
azitromicina (control positivo). Por el contrario, los AEs de LOR, PAU y PAM y el timol indujeron

una mortalidad menor al 20%, por lo que presentaron baja actividad (Figura 3.4).

100-

= AHI
0 PAM
804 m PAU
ko] m [OR
L] =1 Timol
% 60 = AZT
5
E
o 40+
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2
20+
0=

500 pg/mL 500 pg/mL 500 ug/mL 125 pg/mL 125 pg/imL 64 pg/mL

Figura 3.4. Efecto de la %2 concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales y compuestos sobre
Acinetobacter baumannii ATCC-1605 después del tratamiento con perdxido de hidrogeno. Las barras
representan los valores promedio + la desviacion estandar para tres réplicas.

Debido a que el AE de AHI fue el que mostré mayor actividad, se evalu6 a menores
concentraciones para determinar la Clso. La Clso del AE de AHI, el Unico AE que presento actividad

anti-catalasa, fue de 292.5 £ 5.2 pg/mL valor considerablemente mayor al de la azitromicina 40.2
+ 2.6 pg/mL.
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3.1.4. Actividad antifarmacorresistencia de los aceites esenciales sobre A. baumannii
3.1.4.1. Efecto de los aceites esenciales en la inhibicion de la formacion de

biopeliculas en A. baumannii

Los resultados del efecto sobre la formacion de biopeliculas (Clso) se muestran en la Tabla 3.16.
El ANOVA de dos vias mostré que la interaccion tratamiento-cepa fue estadisticamente
significativa (F 3,11) = 67.29, P = <0.0001), indicando que el efecto presentado en la inhibicion fue
dependiente tanto del tratamiento como de la cepa. El AHI mostré un efecto en la inhibicion de la
formacion de biopeliculas en ambas cepas. El efecto del AE de AHI fue significativamente
diferente entre ambas cepas siendo mas activo sobre ABA-UIMY-81 (166.38 + 4.65 pg/mL).
Aunque los valores de Clsp del AE de AHI fueron cercanos al control positivo, presentaron
diferencias significativas. Para el AE de LOR, PAU, PAM vy el timol no fue posible determinar la
Clso, ya que la maxima inhibicion a %2 CMI fue menor al 20%, por lo que se consideraron con baja

actividad anti-biopeliculas.

Tabla 3.16. Efecto del aceite esencial de Ambrosia hispida en la inhibicion de la formacién de
biopeliculas por cepas de Acinetobacter baumannii

ABA-ATCC-1605 ABA-UIMY-81

AE/Control Clso (ug/mL) Clso (ug/mL)
AHI 166.3 + 4.65¢ 188.2 + 3.8¢
EDTA* 109.7 + 4.7° 92.6 +2.23

Se presentan los valores promedio * la desviaciéon estandar para tres replicas. Las letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas entre los valores de Clso (Tukey, P< 0.05). EDTA: &acido
etilendiaminotetraacético; *control positivo.
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3.1.4.2. Analisis morfométrico por microscopia electrénica de barrido del efecto en
la inhibicion de la formacién de biopeliculas de cepas de A. baumannii por el

aceite esencial de A. hispida

Las microfotografias obtenidas por MEB de la actividad de inhibicién de la formaciéon de
biopeliculas del AEs de AHI y el EDTA sobre el aislado clinico ABA-UIMY-81 y la cepa ABA-ATCC-
1605 se presentan en las figuras 3.5. y 3.6, respectivamente. En los controles negativos (sin
tratamiento) se observa la agrupacién de bacterias formando biopeliculas que cubren casi la
totalidad del area de observacion. Para los cultivos bacterianos tratados con 500, 250 y 125 ug/mL
del AE de AHI, se observa una disminucion significativa en las biopeliculas adheridas en
comparacion con el control negativo. Este mismo efecto se presentd con el control positivo de
inhibicion (EDTA).

AHI 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

ABA-UIMY-81
Controlno tratado

DIE

15k’ *Ex1,588 T 1enm 00a1 16 25 SBI

4 X1,580 18wm 8001 16 27 SEI

Figura 3.5. Efecto en la inhibicién de formacién de biopeliculas del aceite esencial de Ambrosia hispida y el
EDTA sobre Acinetobacter baumannii UIMY-81 visualizado por microscopio electrénico de barrido.
Microfotografias con un aumento de 1500x.
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AHI 125 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

ABA-ATCC-1605
Controlno tratado
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EDTA 62.5 pg/mL 250 pg/mL
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Figura 3.6. Efecto en la inhibicion de formacion de biopeliculas del aceite esencial de Ambrosia hispida y el EDTA
sobre Acinetobacter baumannii ATCC-1605 visualizado por microscopio electronico de barrido. Microfotografias con
un aumento de 1500x.

La Figura 3.7a muestra una amplificacién (10,000x) del control negativo (no tratado con AE de
AHI) donde se observa la matriz extracelular de polisacaridos y la morfologia cocoide sin
alteraciones visibles en la estructura bacteriana. En la Figura 3.7b se pueden observar bacterias
tratadas con el AE de AHI, en una concentracion de 125 pg/mL, donde se observa una morfologia

irregular de las células bacterianas (sefaladas con flechas amarillas).

o

1sv X716, 008" YThm. 0081 16 19 SEI 4

Figura 3.7. Efecto del aceite esencial de Ambrosia hispida en la morfologia de las células bacterianas de
Acinetobacter baumannii. a: biopelicula de A. baumannii sin tratamiento; b: AE de AHI sobre las células bacterianas
(125 pg/mL). Microfotografias a un aumento de 10,000. Las flechas amarillas indican dafios morfoldgicos en las
células tratadas.
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3.1.4.3. Efecto de los aceites esenciales sobre la degradacion de biopeliculas en A.

baumannii

El AE de AHI so6lo presenté un bajo efecto degradativo sobre las biopeliculas de ambas cepas a
una concentracion de 250 o 500 pg/mL correspondiente a 2 CMI, comparado con el EDTA (Figura
3.8). Los AEs de LOR, PAU, PAM y el timol no presentaron efecto degradativo a 72 CMI.

EL ANOVA de dos vias mostro que la interaccion tratamiento-cepa fue estadisticamente
significativa (F (3, 11) = 20.30, P = 0.002), indicando que el efecto presentado en la degradacion
fue dependiente tanto de la cepa como del tratamiento. EI AHI mostré un efecto superior
degradativo sobre la biopelicula de ABA-ATCC-1605 (37.6%), que sobre ABA-UIMY-81 (22.4%).

No hubo diferencias significativas entre el efecto del EDTA en ambas cepas.

ABA-ATCC-1605 ABA-UIMY-81
100~- a
£
f§ 80 =
Ke]
Q
T 60—
c
0
) C
(3] -
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B, _||O_
Q
T 20— 7 7
2
0 2 .
1 | 1 | |
AHI EDTA AHI EDTA
(500 pg/mL) (250 pg/mL) (500 pg/mL) (250 pg/mL)

Figura 3.8. Efecto degradativo del aceite esencial de Ambrosia hispida sobre las biopeliculas de
Acinetobacter baumannii. Se presentan los valores promedio * la desviacién estandar para tres replicas.
Las letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, P< 0.05).
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3.1.4.4. Efecto de los aceites esenciales sobre la modulacion de la resistencia a

antibidticos

El AE de LOR y timol redujeron la CMI de AMK (FMA=16), e IMP (FMA=8) como se presenta
en la Tabla 3.17. EI AE de AHI no tuvo un efecto modulador en combinacion con IMP (FMA=1),
pero si combinado con AMK (FMA=2). EI AE de PAU presenté potente actividad

exclusivamente en la modulacién de la resistencia a AMK (FMA=16). Los resultados

demuestran que los AEs de LOR, y timol, con altos valores de FMA, e inclusive iguales o

mayores que el control positivo, modulan la resistencia a antibidticos via bombas de eflujo en

los dos aislados clinicos de A. baumannii.

Table 3.17. Concentracion minima inhibitoria (ug/mL) de imipenem y amikacina en combinacion con %2
concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales sobre dos aislados clinicos de Acinetobacter

baumannii.
ABA-UIMY-5 ABA-UIMY-16
AE/compuesto
CMI de IMP + AE FMA CMI de AMK + AE FMA

Ninguno 128 -- 64 --

PAU (500 pg/mL) 128 1 8 8
PAM (500 pg/mL) 128 1 64 1
AHI (500 pg/mL) 128 1 32 2
LOR (62.5 pg/mL) 16 8 4 16
Timol (62.5 pg/mL) 16 8 4 16
PABN (50 pg/mL) * 16 8 16 4

IMP: Imipenem; AMK: amikacina; CMI: concentracién minima inhibitoria; PABN: Fenil-arginina-beta-naftilamida

*control positivo; FMA: Factor de modulacion de antibioticos
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3.1.5. Efecto citotoxico de los aceites esenciales sobre células Vero

La citotoxicidad fue mayor en el AE de PAU, LOR y el timol puro, con valores de CCso de 92.1
Mg/mL, 99.8 ug/mL y 139.5 pg/mL respectivamente. Mientras que los AEs de AHI y PAM
presentaron menor citotoxicidad (Tabla 3.18). Los valores de IS del AE de AHI sobre la actividad

anti-QS (2) y actividad anti-biopeliculas (1-3-1.5) indican una selectividad baja. EI AE de LOR y

Tabla 3.18. Citotoxicidad de los aceites esenciales y el timol sobre células Vero.

AE o farmaco CC,, (ng/mL)
AHI 259.8 + 3.1¢
PAU 92.1+1.8°
PAM 317.4 £ 5.4f
LOR 139.5 + 3.8
timol 99.8 £ 3.2¢

Doxetacel* 3.8+0.72

Se presentan los valores promedio de CCso + la desviacion estandar para tres replicas. Las letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas entre los valores de CCso (Tukey, P< 0.05). *control positivo.
CC50: concentracion citotoxica del 50%.

el timol presentaron un IS de 3.1 y 3.7 respectivamente, sobre la actividad anti-QS.
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3.1.6. Analisis discriminante por minimos cuadrados parciales ortogonales de la
actividad antiinfecciosa.

El modelo OPLS-DA de la actividad de los 10 AEs en el crecimiento bacteriano mostré una clara

separacion entre los AEs activos de PAM, AHI, PAU y LOR y el resto de los AEs, no activos (Figura

3.9). Los valores de R?y Q?, del modelo, fueron de 0.88 y 0.80, respectivamente, lo que sugiere

un modelo robusto y confiable. Los compuestos mas influyentes en la proyeccion del grupo de

AEs con actividad antibacteriana, determinados por el analisis del S-plot (con mayor carga al

extremo superior derecho), fueron timol (VIP= 1.1, p= 10.5), p-cimeno (VIP= 1.1, p= 3.43),

compuesto mayoritarios del AE de LOR, a-curcumeno (VIP= 1.7, p= 4.6), mayoritario en el AE de
AHI, B-bisaboleno (VIP= 1.0, p= 6.7), mayoritario en el AE de PAM y safrol (VIP=1.8, p= 13.8),

metabolito mayoritario en el AE de PAU. La asociacion de estos compuestos con la proyeccion

del grupo activo resalta su posible papel como biomarcadores, sugiriendo que podrian ser los

responsables de la actividad anti-crecimiento sobre A. baumannii.
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Figura 3.9. Score plot (izquierda) y S-plot (derecha) para el modelo OPLS-DA de la actividad de los aceites
esenciales estudiados sobre el crecimiento de Acinetobacter baumannii. Se consideraron como activos
aquellos aceites esenciales que mostraron una concentracion minima inhibitoria < 1000 ug/mL. En el S-plot
s6lo se muestra el nombre de los metabolitos con un VIP mayor a 1 asociados con el grupo activo. PAU: P,
auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida; BSI: B. simaruba; HSU: H. suaveolens; OCA:

O. campechianum; CYU: C. yucatanensis; LCA: L. canescens; TDI: T. diffusa.
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En el score plot y S-plot del modelo OPLS-DA para la actividad anti-QS se observo la separacion
de los AEs de AHI y PAU que representaron el grupo de activos (Figura 3.10). Los valores de R?
(0.91) y Q? (0.93) mostraron que el modelo es adecuado. Los metabolitos responsables de la
discriminacion del grupo activo fueron espatulenol (VIP= 1.0, p= 7.5), metabolito mayoritario en
el AE de AHI, y los metabolitos mayoritarios del AE de LOR, p-cimeno (VIP= 1.2, p=9.7) y timol
(VIP=1.3, p= 29.2).
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Figura 3.10. Score plot y S-plot para el modelo OPLS-DA de la actividad anti-quorum sensing de los aceites
esenciales estudiados sobre Chromobacterium violaceum. Se consideraron como activos aquellos aceites
esenciales que mostraron una inhibicién de la produccién de violaceina mayor al 50% a una concentracion de V2
concentracion minima inhibitoria. En el S-plot sélo se muestra el nombre de los metabolitos con un VIP mayor a
1 asociados con el grupo activo. PAU: P. auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida.
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En el modelo OPLS-DA de la actividad en la inhibicion de la formacién de biopeliculas y la

actividad anti-catalasa unicamente el AE de AHI se consideré como activo (Figura 3.11). El valor

de R?y Q? del modelo fueron de 0.92 y 0.98, respectivamente. Los compuestos asociados con la

actividad anti-catalasa y antibiopeliculas identificados por el modelo fueron los cuatro compuestos

mas abundantes presentes en el AEs de AHI. Estos son

cariofileno (VIP= 1.5, p= 7.1), espatulenol (VIP= 1.5, p=
(5.4%) (VIP= 1.5, p=6.3).
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Figura 3.11. Score plot y S-plot para el modelo OPLS-DA de la actividad anti-biopeliculas y anti-catalasa de los
aceites esenciales estudiados sobre Acinetobacter baumannii. Se consideraron como activos aquellos aceites
esenciales que mostraron una inhibicién de la formacién de biopeliculas y una mortalidad inducida mayor 50% a
2 concentracion minima inhibitoria. En el S-plot sélo se muestra el nombre de los metabolitos con un VIP mayor
a 1 asociados con el grupo activo. PAU: P. auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida.
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Finalmente, el modelo OPLS-DA para la actividad en la modulacién de la resistencia via bombas
de eflujo (R? =0.95, Q? =0.85) identifico tres compuestos como probables responsables de la
actividad presentada por los AEs de LOR y PAU (Figura 3.12). Los metabolitos asociados fueron
p-cimeno (VIP= 1.0, p= 9.8) y timol (VIP= 1.6, p= 28.3), abundantes en el AE de LOR y safrol
(VIP= 2.1, p= 41.9) compuesto mayoritario del AE de PAU.
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Figura 3.12. Score plot y S-plot para el modelo OPLS-DA para la actividad en la modulacién de la resistencia via
bombas de eflujo de los aceites esenciales estudiados sobre Acinetobacter baumannii. Se consideraron como
activos aquellos aceites esenciales que mostraron un factor de modulacion de antibiéticos mayor a cuatro a %2
concentracién minima inhibitoria. En el S-plot sélo se muestra el nombre de los metabolitos con un VIP mayor a
1 asociados con el grupo activo. PAU: P. auritum; LOR: L. origanoides; PAM: P. amalago: AHI: A. hispida.

En la Tabla 3.20 se resumen los biomarcadores identificados por el analisis de OPLS-DA en cada
modelo de actividad antiinfecciosa. Varios de los metabolitos identificados se asociaron con mas
de un mecanismo de actividad antiinfecciosa. Se distingue el timol y p-cimeno, asociados con una
reduccion en el crecimiento bacteriano, un efecto anti-QS y con la modulacion de bombas de
eflujo. La presencia del espatulenol se asocié con la actividad anti-catalasa, anti-QS vy
antibiopeliculas. Otros metabolitos como el B-bisaboleno y a-curcumeno sélo se asociaron con la

reduccion en el crecimiento bacteriano.

71



CAPITULO Il

Tabla 3.20. Biomarcadores identificados por OPLS-DA en los aceites esenciales antiinfecciosos.

Presente en

Actividad asociada Metabolito Clase VIP pre(i(?tri?/: ®) el AE
Safrol MO 1.8 13.8 PAU
Timol MO 1.1 10.5 LOR
Anti-crecimiento B-Bisaboleno M 1.0 6.7 PAM
a-Curcumeno 1.7 4.6 AHI
p-Cimeno 1.1 3.4 LOR
Timol MO 1.3 29.2 LOR
Anti-QS p-Cimeno M 1.2 9.7 LOR
Espatulenol SO 1.0 7.5 AHI
Espatulenol SO 1.5 17.3 AHI
Anti-biopeliculas y Anti- a-Pineno M 1.5 8.7 AHI
catalasa Oxido de SO 15 7.1 AHI
cariofileno
Safrol MO 2.1 41.9 PAU
Modulacién de la i
resistencia via bombas Timol MO 1.6 28.3 LOR
de eflujo p-Cimeno M 1.0 9.8 LOR

M = Monoterpeno, MO = Monoterpeno oxigenado, S = Sesquiterpeno, SO = Sesquiterpeno oxigenado.
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CAPITULO IV
4.1. DISCUSION

4.1.1. Caracterizacion de la composicion quimica de los aceites esenciales

La caracterizacion de la composicion quimica de los AEs es un paso fundamental para
comprender los mecanismos detras de su actividad biolégica. La diversidad de compuestos
presentes en los AEs desempefia un papel crucial en la modulacion de sus efectos
antibacterianos, ya sea de forma individual o en sinergia. Esto no sélo permite identificar los
metabolitos responsables de la actividad bioldgica, sino que también proporciona informacion
valiosa para disefiar estrategias terapéuticas mas eficientes (Dhifi et al., 2016). En el presente

trabajo se caracterizé la composicion quimica de 10 AEs de PMAs nativas de la PY.

Al comparar los resultados de la caracterizacion quimica de los AEs del presente estudio, con lo
reportado en la literatura, encontramos que, los compuestos mayoritarios identificados en el AE
de LOR fueron timol (48.9%), p-cimeno (16.2%) y B-cariofileno (9.4%). Los dos primeros
compuestos fueron unicos de este AE. EI AE de LOR puede presentar varios quimiotipos y en la
PY se han identificado hasta tres, definidos por la predominancia de compuestos fendlicos como
carvacrol, timol y un tercero en el cual predominan sesquiterpenos. Utilizando la clasificaciéon
propuesta por (Calvo-lrabien et al., 2014) el AE utilizado en este trabajo se clasifica como
quimiotipo timol, dada la alta concentracion de este metabolito, con un 48.9% del total del area
del cromatograma. Varios estudios han descrito la composicion quimica del AE de LOR quimiotipo
timol, principalmente en Brasil, donde la abundancia de este metabolito puede variar desde un
44 hasta un 83%, dependiente del sitio de colecta y las condiciones ambientales (da Silva et al.,
2022; Rodriguez et al., 2017). El p-cimeno se identific6 como el segundo compuesto mayoritario
en el AE de LOR, lo cual coincide con lo reportado en la literatura (Santos-Filho et al., 2023;
Lisboa et al., 2020; Damasceno et al., 2018). La presencia simultanea de p-cimeno en AEs ricos
en timol puede explicarse por su relacion biosintética dentro de la via metabdlica de los
terpenoides. En las plantas, el p-cimeno actia como un precursor en la biosintesis del timol
(Krause et al., 2021).

En el caso del AE de BSI present6 un alto contenido de a-pineno (65.2%) y B-pineno (11.8%).
Ambos son isdmeros que pertenecen al grupo de los monoterpenos y es comun encontrarlos en
una gran variedad de AEs (da Silva-Rivas et al., 2012). BSI fue el unico AE en el que no se
encontraron sesquiterpenos como parte de la composicion quimica del aceite. Estos resultados

coinciden con lo reportado por Setzer et al. (2014) que reportan abundancia similar de a-pineno
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(69%) en poblaciones silvestres de Costa Rica. También Porter et al. (2008) en Ecuador, informan
una menor proporcion de a-pineno (39%). Recientemente, Ravelo-Martinez et al. (2024)
identificaron el a-terpineno (27.7%), p-cimeno (22.8%) y el y-terpineno (16.7%) como metabolitos

predominantes en el AE de poblaciones de esta especie en Colombia.

En el AE de PAU el compuesto claramente mayoritario fue el safrol (70%), metabolito que sdlo se
presentd en esta especie. En la literatura se ha reportado como el compuesto mayoritario en el
AE de PAU de poblaciones colectadas en México (Puebla) (51%), Colombia (69%), Espafia
(71%), Cuba (89%), Chile (93%), y Costa Rica (93%) (Lam-Gutiérrez et al., 2024; Caballero-
Gallardo et al., 2014; Rodriguez et al., 2013; Pineda et al., 2012; Monzote et al., 2010; Vloger et
al., 2006). Pocos estudios han identificado poblaciones de PAU con el safrol como no mayoritario,
como el realizado por Noriega-Rivera et al. (2018) en Ecuador, que identificaron como los
compuestos mas abundantes al y-terpinene (31.9%) y terpinoleno (25%). En un estudio realizado

en China identificaron al cinamaldehido como compuesto mayoritario en PAU (Hao et al., 2018).

En el AE de PAM los compuestos mas abundantes fueron los sesquiterpenos B-bisaboleno
(33.8%), B-cariofileno (12.9%), a-curcumeno (12.7%) y B-sesquifelandreno (7.6%). Aunque PMA
y PAU son especies que pertenecen al mismo género, la composicién quimica de ambos fue muy
contrastante. La variabilidad en la composicion quimica de los AEs dentro de una misma especie
suele ser considerable, influenciada por factores como el ambiente, las condiciones edaficas y
las etapas de desarrollo. Por ello, es frecuente encontrar la presencia de varios quimiotipos dentro
de una misma especie. En este contexto, es razonable esperar que dicha variabilidad sea aun
mayor cuando se comparan especies diferentes, aun cuando pertenezcan al mismo género
(Dosoky y Setzer, 2018). Diversos estudios de composicion quimica del AE de PAM en Brasil
identifican al B-elemeno como el compuesto mas abundante (Vasconcelos et al., 2024; Carrara
et al., 2010; Mesquita et al., 2005). En otro estudio realizado en Ecuador, identificaron al B-
felandreno (20.4%), espatulenol (10.0%) y biciclogermacreno (8.5%) como los principales
metabolitos (Baptista et al., 2019). El estudio de Setzer et al. (2018) analizaron la composicion
quimica de poblaciones en Costa Rica encontrando como mayoritarios el germacreno D (28.9%)
B-elemeno (24.6%) y B-cariofileno (20.8%). En contraste, también se ha reportado el limoneno

(30%) como el compuesto mas abundante en PAM colectada en Brasil (Ferraz et al., 2010).

El analisis por CG-EM del AE de AHI mostrd que su composicion quimica esta definida por una
gran variedad de sesquiterpenos, principalmente espatulenol (15.8%) y 6xido de cariofileno
(8.1%). También se identificaron monoterpenos como el a-pineno (7,9%) y fue el unico AE donde

se identifico la presencia de diterpenos como el kaureno (3.2%) y su derivado oxigenado kauran-
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16-0l (3.0%). Pino et al. (2005) analizaron la composicion quimica del AE de AHI colectado en
Cuba y encontraron que los compuestos mas abundantes fueron espatulenol (11.8%), borneol
(9.4%) y germacreno D (7.9%). En nuestro AEs de AHI no se detecto la presencia del borneol y
germacreno D, aunque si fue consistente en el espatulenol como el metabolito mas abundante.
Este es el primer reporte de la composiciéon quimica del AEs de AHI para poblaciones presentes

en México.

En el AE de HSU se identific6 una predominancia de sesquiterpenos siendo el [B-cariofileno
(16.2%), espatulenol (11.4%) y a-bergamoteno (7.6%) los principales metabolitos. Otros estudios
de poblaciones de HSU en China han identificado una alta proporcion de sesquiterpenos como
B-cariofileno (31.1%), oxido de cariofileno (17.6%) y espatulenol (12.4%) coincidiendo con lo
reportado en nuestro trabajo (Chung et al., 2020; Xu et al., (2013). Para esta especie se ha
descrito los quimiotipos eucaliptol en Brasil (>60%) (Joseph et al., 2020; Moreira et al., 2010), y

sabineno en poblaciones colectadas en Italia (46%) (Canale et al., 2013).

En el AE de CYU se identificaron sesquiterpenos en mayor proporcion, principalmente a-bisabolol
(16.2%), 6xido de cariofileno (14.4%), B-cariofileno (13.0%) y B-bourboneno (9.9%). No existen
antecedentes de la quimica del AE de CYU.

El AE de TDI estuvo representado Unicamente por sesquiterpenos como a-humuleno (11.3%), B-
cariofileno (9.3%) y 6xido de cariofileno (8.5%). El AE extraido de TDI presenta una notable
variabilidad quimica, ya que se han identificado mas de 10 quimiotipos (Joshi et al., 2009). Los
resultados de este trabajo coinciden con lo reportado en un estudio Nigeria; con B-cariofileno
(43.3%) como metabolito mayoritario. Otros estudios mencionan una composicion quimica
diferente a la encontrada, mencionando la deshidrofuquinona (53.7%) como metabolito
mayoritario en estudios realizados en varias poblaciones de Colombia; asi como drima-7,9-dieno
(33.2%) en Brasil (Carreno et al., 2023; Silva-Truijillo et al., 2022; Lawal et al., 2020; Rioset al.,
2017; Stashenko et al., 2015; Bueno et al., 2012).

En el AE de LCA los compuestos predominantes fueron el 6xido de cariofileno (37.8%) y el B-
cariofileno (25.8%), conjuntamente ambos metabolitos representaron mas del 50% del perfil
cromatografico. El éxido de cariofileno y el B-cariofileno estan estrechamente relacionados,
siendo el 6xido de cariofileno un derivado oxigenado del B-cariofileno. Aunque el 6xido de
cariofileno puede estar presente de forma natural en las estructuras vegetales, las altas
temperaturas y la exposicion al oxigeno en el proceso de obtencion del AE puede inducir la

oxidacion del B-cariofileno, dando lugar a la formacién abundante de 6xido de cariofileno
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(Francomano et al., 2019; Fidyt et al., 2018). Peralta-Bohérquez et al. (2011) reportaron B
cariofileno (13.5%) germacreno D (10.0%) y 1-octen-3-ol (8.4%) como los principales
fitoconstituyentes del AE de LCA colectado en Colombia. En otro estudio realizado en Brasil, se
identificd B-cariofileno (43.9%) y otros compuestos como cubebeno (10.1%) y elixeno (8.6%) en
el AE de LCA (Filho et al., 2010).

El AE de OCA presenté un alto contenido de B-cariofileno (24.7%), metil-eugenol (21.8%) y
biciclogermacreno (11.7%). Para esta especie los principales quimiotipos documentados son
metil-eugenol, eucaliptol, B-cariofileno y linalol (Wilson et al., 2022). En poblaciones de Peru y
Brasil se ha reportado un contenido de metil-eugenol >65% en OCA, con la presencia de (3-
cariofileno como segundo compuesto mayoritario (Wilson et al., 2022; Figueiredo et al., 2018). En
Ecuador, Brasil y Croacia se ha reportado la presencia del quimiotipo eugenol (Silva-Souza et al.,
2022; Tacchini et al, 2021; Ricarte et al, 2020).

De manera general, se encontr6é que, se presentan dos grupos, los AEs de PAU, LOR y BSI en
los que los fitoconstituyentes mas abundante fueron los monoterpenos, mientras que, en los AEs
de PAM, AHI, HSU, LCA, OCA, CYU y TDI predominaron los sesquiterpenos. Ademas, los AEs
de PAU, LOR y BSI fueron los unicos que presentaron un sélo compuesto claramente mayoritario
(con un porcentaje de area mayor al 40%). En el resto de los AEs no se identific6 un compuesto
mayoritario, sino que su composicidbn mostré la presencia de multiples compuestos en
proporciones relativamente bajas. La similitud en la proporcion de varios compuestos de baja
abundancia fue el factor que permitié agrupar estos AEs, segun los resultados del PCA, mientras

que los AEs de PAU, LOR y BSI se clasificaron en grupos diferentes.

Generalmente, se considera que los compuestos mayoritarios en los AEs son los responsables
de la actividad antibacteriana identificada (Santana et al., 2023; Mici¢ et al., 2021; Chua et al.,
2019). Sin embargo, los metabolitos presentes en menores o bajas concentraciones, en la
mayoria de los casos influyen en dicha actividad biolégica y son importantes en otras
caracteristicas como la penetracion celular, la atraccion lipofilica o hidrofilica, la fijacion en la
pared o membrana celular. (Chouhan et al., 2017). Por ejemplo, el p-cimeno, al ser altamente
hidrofébico, puede facilitar la incorporacion de compuestos mas polares, como el timol o
carvacrol, en la bicapa lipidica de la membrana celular. Esta interacciéon no sélo permite un mejor
acceso de los compuestos activos al interior celular, sino que también aumenta la disrupcion de
la membrana (Bassolé y Juliani, 2012). También se ha documentado que la combinacién de linalol
y eucaliptol presentes en AEs como el de lavanda o eucalipto, interactuan para dafar la

membrana celular y, simultaneamente, unirse al ADN bacteriano, inhibiendo la replicaciéon y la
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transcripcion (Chouhan et al., 2017). En este contexto, los AEs de AHI y PAM, a pesar de no
presentar un metabolito dominante en su composicion quimica, exhibieron actividad en el
crecimiento de A. baumannii (CMI=1000 pg/mL), y particularmente AHI mostré actividad anti-QS
(Clso= 126.4 pg/mL), anti-biopeliculas (Clso= 166.3-188.2 pg/mL), y anti-catalasa (Clsp= 292.5
Mg/mL). La combinacion de multiples compuestos en bajas concentraciones puede generar un
efecto sinérgico, esto podria potenciar la actividad global del AE, aumentando su eficacia
(Miladinovi¢ et al., 2021).

Es importante destacar que el analisis de UpSet permitié identificar que ambos AEs fueron los
que presentaron un mayor numero de compuestos exclusivos en su composicion quimica, lo que
sugiere que estos compuestos conferirian propiedades antibacterianas Unicas a estos dos AEs.
Para AHI estos fueron: modheph-2-ene (2.4%), silfineno (2.3%), a-isocomeno (2.4%), y-cadineno
(2.0%), nerolidol E (2.9%), veltonal (2.5%), kaureno (3.2%), kauran-16-ol (3.0%) y un compuesto
no identificado (5.4%). Otra posible explicacion para la actividad antiinfecciosa del AE de AHI
podria estar relacionada con la presencia de compuestos exclusivos de reconocida bioactividad,
como los diterpenos kaureno y kauran-16-ol. Los diterpenos son metabolitos secundarios
ampliamente reportados por su potente accion antimicrobiana, atribuida a su capacidad para
alterar la integridad de las membranas celulares, interferir con la sintesis de proteinas y generar
estrés oxidativo en células bacterianas. Diversos estudios han demostrado que estos compuestos
pueden ejercer efectos antibacterianos importantes sobre bacterias (Zhou et al., 2024; Kubo et
al., 2004),

4.1.2. Actividad de los aceites esenciales sobre el crecimiento de A. baumannii

Para considerar los AEs como bioactivos se han descrito criterios especificos en relacién con el
valor de CMI. Cuando el valor de CMI es <125 ug/ml, la actividad se describe como alta; valores
obtenidos estan entre 125 y 500 ug/mL se considera como moderada; 1000 ug/ml, como baja; y
con MIC > 1000 pg/mL como inactivos. El valor de CMI para considerar a un AEs activo en este
trabajo fue de < 1000 pg/mL (Puvaca et al., 2021).

Los AEs de PAU, PAM, AHI y LOR mostraron actividad sobre el crecimiento de al menos una cepa
A. baumannii determinada mediante el ensayo REMA, lo que representé el 40% (4/10) de los AEs
evaluados. Los AEs de PAU y PAM presentaron baja actividad sobre el aislado clinico resistente
ABA-UIMY-81 (CMI = 1000 pg/mL). Para ambas especies no existen reportes de la actividad
antibacteriana de sus AEs sobre A. baumannii. EI AE de PAM ha demostrado tener actividad
moderada y baja sobre E. coli (CMI = 125 pg/mL), K. pneumoniae (CMI = 1000 pug/mL) y P.
aeruginosa (CMI = 1000 pg/mL) (Araujo et al., 2019). En otro estudio de Santos et al. (2016), se
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documentaron CMI similares a los de este estudio sobre E. coli (CMI = 1000 pug/mL) y P.

aeruginosa (CMI = 1000 ug/mL).

El AE de AHI resulté activo sobre todas las cepas de A. baumannii (CMI=1000 pug/mL). Es
importante resaltar que, aunque present6 una baja actividad, segun los valores de CMI, este es

el primer reporte de la propiedad antibacteriana del AE de AHI.

El AE de LOR mostré la mayor actividad sobre todas las cepas de A. baumannii con una CMIl y
CMB en un rango de 250-125 ug/mL. La potente actividad del AE de LOR sobre el crecimiento
bacteriano se encuentra reportada para un amplio espectro de bacterias Gram negativas
(Martinez et al., 2023; Pinheiro et al., 2022; Ribeiro et al., 2021; Leal et al., 2019; Sarrazin et al.,
2015; Betancourt et al., 2012). Sin embargo, particularmente sobre A. baumannii los estudios son
limitados. da Silva et al. (2024) evaluaron la actividad del AE de LOR sobre nueve aislados
clinicos MDR de A. baumannii reportando una CMI y CMB de 256 a 128 ug/mL, lo que es similar
a lo reportado en este trabajo. También se han obtenido CMI de 500 y 625 ug/mL sobre cepas de
A. baumannii ATCC-19606 (Fimbres-Garcia, et al., 2024, Tapia-Rodriguez et al., 2023). Estos
resultados sugieren que el AE de LOR podria ser una fuente prometedora de nuevos agentes que
inhiban el crecimiento en A. baumannii, especialmente relevante frente a la creciente ineficacia

de los antibioticos disponibles. Sin embargo, es importante considerar su citotoxicidad.
4.1.3. Actividad de los aceites esenciales sobre los factores de virulencia bacterianos

La actividad antivirulencia engloba la inhibicion de la produccién de los factores responsables del
establecimiento de la infeccion, el dafio al huésped y la propagacion bacteriana. Los agentes
antivirulencia deben tener la capacidad de actuar sobre productos génicos denominados factores
de virulencia, los cuales son expresados por las bacterias especificamente durante procesos
infecciosos y no son esenciales para la viabilidad bacteriana. Se ha propuesto que el desarrollo
de terapias antivirulencia es una estrategia viable para el control de infecciones bacterianas, con
la posibilidad de evitar o reducir la aparicion de resistencia (Filipic et al., 2024; Tang y Zhan.,
2014). La busqueda y desarrollo de farmacos con abordaje antivirulencia se ha enfocado

principalmente sobre la inhibicién del sistema de QS (Dickey et al., 2017).

La actividad anti-QS de los AEs de PAU, PAM, AHI y LOR evaluada mediante el ensayo de
inhibicion de la produccion de violaceina en C. violaceum mostré que los AEs de AHI y LOR
inhibieron significativamente la produccién de violaceina con una Clso de 126.40 pg/mL y 43.90
pg/mL, respectivamente, lo que implica un efecto sobre la expresiéon del QS bacteriano. La

potente actividad anti-QS sobre C. violaceum del AE de LOR coincide con lo documentado
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previamente por Caceres et al. (2023) en Costa Rica (Clso = 112.3 pg/mL). En otro estudio, se
observo que el AE de LOR logré inhibir un 50% la produccion de violaceina cuando se evalué a
una concentracion de 100 ug/mL (Ortiz et al., 2020). Esta es la primera vez que se reporta la
actividad anti-QS del AE de AHI sobre bacterias. Los AEs son ampliamente reconocidos por su
capacidad para interferir con el sistema de QS en C. violaceum, como se ha demostrado en varios
estudios (Caceres et al., 2020; Wang et al., 2019; Myszka et al., 2016). A pesar de ello, en este
trabajo los AEs de PAU y PAM, que si presentaron inhibicion del crecimiento bacteriano, no

presentaron actividad anti-QS.

La bacteria A. baumannii sintetiza compuestos antioxidantes y enzimas, como la catalasa y el
superoéxido dismutasa, para protegerse de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas
por su propio metabolismo y por los neutréfilos durante la fagocitosis. Las catalasas
descomponen el peroxido de hidrogeno (H,O-), una especie reactiva de oxigeno producida por
las células del sistema inmune para eliminar las bacterias (Selvaraj et al., 2022; Eason y Fan,
2014). Esto permite a la bacteria evadir la accion de las células fagociticas y otros mecanismos
de defensa del huésped. Al inhibir las catalasas, las bacterias serian mas susceptibles al dafo
oxidativo inducido por el sistema inmunoldgico, lo que facilitaria su eliminacion por parte de las

células del sistema inmune (Uc-Cachén et al., 2024).

El AE de AHI mostro actividad en el ensayo de sensibilidad al peréxido de hidrégeno sobre la
cepa A. baumannii ATCC-1605. En particular, se observé una mortalidad del 56,7 % tras la
exposicion al peroxido de hidrogeno cuando las bacterias habian sido pretratadas con el AE de
AHI a una concentracion de 500 pyg/mL (2 CMI). En contraste, los AEs de LOR, PAU y PAM
mostraron un efecto sensibilizante considerablemente menor, registrando tasas de mortalidad
inferiores al 20 % en las mismas condiciones. Selvaraj et al. (2022) demostraron que el mirtenol
(200 pg/mL) compuesto predominante en el AE de Myrtus communis induce una mortalidad del
50-77% en aislados clinicos de A. baumannii. Estudios previos de nuestro grupo revelaron que el
extracto metandlico de la corteza (250 pg/mL) de la planta medicinal maya Schoefia schreberi
mostré una mortalidad del 47.5% sobre un aislado clinico de A. baumannii (Uc-Cachon et al.,
2024).

4.1.4. Actividad de los aceites esenciales sobre los mecanismos de resistencia en A.

baumannii

El aumento de bacterias patdgenas resistentes a multiples farmacos a nivel mundial representa

un desafio enorme debido al notable aumento de la morbimortalidad en infecciones causadas por
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estos patégenos. Para ello es necesario desarrollar nuevos agentes para evitar/revertir la
resistencia bacteriana que ademas pueden ayudar a restaurar la eficacia de antibidticos actuales
al inhibir los mecanismos de resistencia bacterianos, como, por ejemplo, la formacién de

biopeliculas y la modulacion de bombas de eflujo.

Las biopeliculas bacterianas, compuestas por una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares, permiten que A. baumannii persista en entornos médicos, resista el efecto de los
antibioticos convencionales y cause recurrencia de infecciones. Por ello, la busqueda de agentes
que inhiban la formacién de biopeliculas en A. baumannii es de importancia critica, ya que los

estudios son escasos (Zeng et al., 2021).

En este trabajo se demostré que el AE de AHI inhibié significativamente la produccién de
biopeliculas con una Clsp de 166.38 ug/mL y 188.27 ug/mL, sobre las cepas ABA-ATCC-1605 y
ABA-UIMY-81, respectivamente. No existen reportes en la literatura del efecto anti-biopeliculas
del AE de AHI. Sin embargo, existen reportes de AEs evaluados sobre la biopelicula de A.
baumannii. Ganic et al. (2022) reportaron que el AE de canela a 500 pg/mL (Cinnamomum verum)
exhibid la inhibicidon del 50% sobre de la formacion de biopeliculas de aislados clinicos resistentes
de A. baumannii. En otro estudio, se documentd que se requieren concentraciones superiores a
1000 pg/mL del AE de varias especies para inhibir el 50% de la formacion de biopeliculas de A.
baumannii (Ouslimani et al., 2023). En nuestro estudio, las concentraciones del AE de AHI
necesarias para inhibir la formacién de biopeliculas fueron significativamente menores a lo
reportado para otros AEs sobre A. baumannii, 1o que remarca su potencial como agente anti-
biopeliculas. Aunado a lo anterior, las microfotografias del MEB mostraron una reduccion
significativa de la biopelicula bacteriana tratada con el AE de AHI en comparacion con el control
no tratado. Efectos similares sobre biopeliculas han sido reportados en otros estudios con MEB
que involucran AEs (Martinez et al., 2021; Mohamed et al., 2018; Khan et al, 2012). Las
alteraciones observadas incluyeron una disminucion drastica en el numero de células y densidad
de la matriz de la biopelicula, asi como dafios evidentes en la superficie celular, lo cual es
consistente con las perturbaciones inducidas por los AEs descrito en la literatura. Por ejemplo, Al-
Shabib et al. (2017) demostraron que el AE de Nigella sativa provoco la desagregacion de
biopeliculas de P. aeruginosa, acompafiada de deformacién celular y reduccion de las sustancias
poliméricas extracelulares segun lo revelado por MEB. De manera similar, Sharma et al. (2020)
reportaron que el AE de Ocimum sanctum afecto significativamente la integridad del biofilm en K.
pneumoniae, observandose mediante MEB células colapsadas y lisadas, incrustadas en una

matriz polimérica reducida. Estos cambios ultraestructurales sugieren que los AE pueden
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comprometer la adhesion bacteriana inhibiendo el desarrollo y mantenimiento de las biopeliculas,

como lo mostrado por el AE de AHI en este estudio (Nazzaro et al., 2013).

Contrario a lo encontrado para el AE de AHI, los AEs de PAU, PAM y LOR no presentaron
actividad en la inhibicion de la formacién de biopeliculas de A. baumannii a concentraciones
subinhibitorias de su crecimiento. Tapa-Rodriguez et al. (2023) demostraron baja actividad anti-
biopeliculas del AE de LOR (Timol 65%) sobre A. baumannii ATCC-19606 (28% de inhibicion a
250 ug/mL), efecto similar a nuestros resultados sobre ABA-ATCC-1605 (18.5% de inhibicién a
125 pg/mL). Esto resulta discordante, particularmente para el AEs de LOR para el cual se ha
documentado su potente actividad anti-biopeliculas sobre otras bacterias Gram negativas como
E. coliy P. aeruginosa (Martinez et al. 2023; Gémez-Sequeda et al., 2020). Diversos autores
mencionan que las caracteristicas bioquimicas como la composicion y estructura altamente
robusta de la matriz extracelular de la biopelicula en A. baumannii les confiere mayor proteccion
y resistencia en comparacion con la biopelicula de otras especies como E. coli y S. aureus
(Gedefie et al., 2021). Esta es una de las razones por las que A. baumannii presenta una notable

capacidad de resistencia y persistencia en entornos hospitalarios (Pakharukova et al., 2018).

Otro mecanismo importante de resistencia bacteriana es la expulsion de los antibiéticos desde
las células bacterianas por accidn de proteinas de membrana externa. En particular la resistencia
a multiples farmacos observada en A. baumannii se ha atribuido a la sobreexpresion de las
bombas de eflujo, reduciendo las dosis terapéuticas efectivas, por lo que para responder a este
desafio se estan orientando las investigaciones a descubrir inhibidores 0 moduladores de bombas
de eflujo (AlMatar et al., 2021)

A partir los resultados obtenidos del ensayo de modulacion de la resistencia a antibidticos por
efecto de los AEs en aislados clinicos de A. baumannii con sobreexpresion bombas de eflujo, los
AEs de LOR y PAU modularon la resistencia de A. baumannii a AMK con una actividad mayor
que la presentada por el control positivo PABN. EI PABN actua bloqueando competitivamente la
accién de las bombas, lo que permite incrementar la acumulacion intracelular de agentes
antimicrobianos y, por lo tanto, restaurar su eficacia. Debido a su actividad como inhibidor
estandarizado, el PABN se emplea principalmente como herramienta experimental para identificar

cepas que expresen bombas de eflujo (Gbian y Omri, 2021)

Diversos autores han demostrado la eficacia del AEs de LOR para modular la resistencia a AMK
(FMA = 16), AMP (FMA = 32) y CIP (FMA = 32) en S. aureus y E. coli (Alcantara-Oliveira et al.,

2024; Dos Santos et al., 2023; Barreto et al., 2014), sin embargo, no existen estudios que evaluen
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su efecto sobre A. baumannii. Para el AEs de PAU no existen estudios previos sobre su actividad
en modulacion de la resistencia via bombas de eflujo, pero si para el safrol, compuesto
mayoritario presente en este AE, con un FMA = 16 con AMK (Almeida et al.,, 2020). Se ha
reportado el efecto de otros AEs sobre la modulacién de la resistencia via bombas de eflujo en A.
baumannii, el AE de Rosmarinus officinalis (250 pg/mL) exhibié un valor de FMA = 16 en
combinacion con ciprofloxacina en A. baumannii (Saviuc et al., 2016). En un reciente estudio
Saleh et al. (2024), reportaron que los AEs de canela (Cinnamomum verum, 128 ug/mL), clavo
(Syzygium aromaticum, 256 pg/mL) y tomillo (Thymus vulgaris, 128 pg/mL), en combinacion con
IMP disminuyeron la CMI (FMA de 8-16). En nuestros resultados, el AEs de LOR fue el unico que
redujo la CMI del IMP (FMA = 8).

4.1.5. Efecto citotoxico de los aceites esenciales sobre células Vero

La evaluacion del efecto citotoxico de los AEs sobre células normales es esencial para determinar
su viabilidad como agentes terapéuticos. Las células Vero, ampliamente utilizadas en estudios de
citotoxicidad de agentes con potencial farmacéutico, permiten identificar posibles efectos
adversos, lo que resulta crucial para garantizar la seguridad de los compuestos en aplicaciones
clinicas (Burtscher et al., 2021). El analisis citotéxico proporciona una medida preliminar del
margen terapéutico, diferenciando entre concentraciones efectivas y niveles téxicos que podrian
generar dafo celular en tejidos no diana (Kovacik et al., 2017). En este sentido, la evaluacion de
la citotoxicidad en los AEs que mostraron inhibicion del crecimiento en A. baumannii como el AE
de PAU con un valor de CMI=1000 pg/mL presenté una CCsode 92.1 ug/mL, lo que resultdé en un
IS de 0.09, lo que denota baja selectividad hacia las células objetivo. También presento efecto en
la modulacion de la resistencia a AMK a una concentracion de 500 ug/mL (IS= 0.1) (Bouyahya et
al., 2018).

EIAE de LOR mostré una CCsode 139.5 pg/mL, lo que demuestra un importante efecto citotoxico.
Sin embargo, presenté actividad en la modulaciéon de la resistencia en AMK e IMP a una
concentracién de 62.5 ug/mL (IS = 2.2), y un notable efecto anti-QS con una Clsode 43.90 ug/mL
(IS = 3.1), ambas concentraciones por debajo de la CCso. Por otro lado, cabe resaltar que el AE
de AHI presento actividad anti-biopeliculas (Clso = 166.38-188.27 pyg/mL; 1IS= 1.5-1.3) y anti-QS
(Clso = 126.40 pg/MI; 1S= 2.0) a concentraciones no citotoxicas para células Vero (CCso = 259.8
pg/mL). Aunque los valores de IS obtenidos para el AE de AHI sugieren un bajo potencial
terapéutico, se podria obtener una mayor optimizacién para mejorar el perfil de seguridad de los
AEs. Una de las estrategias mas prometedoras para reducir la citotoxicidad consiste en la

encapsulacion del AE en sistemas de liberacién controlada, como liposomas, nanoparticulas
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poliméricas o nanoparticulas lipidicas sdlidas, los cuales han demostrado mejorar la estabilidad,
la biocompatibilidad y la liberacion dirigida del compuesto, disminuyendo su citotoxicidad (da Silva
et al., 2020; Rai et al., 2019).

4.1.6. Analisis de la relacién entre la actividad bioldgica y la composicién quimica

El uso de analisis multivariados, como el OPLS-DA se ha convertido en una herramienta poderosa
para identificar biomarcadores, metabolitos asociados con la actividad biolégica. Estas técnicas
estadisticas avanzadas permiten extraer patrones significativos de conjuntos de datos complejos,
permitiendo analizar la correlacién entre la composicion quimica de los AEs y los resultados
especificos de actividad biologica. Los modelos OPLS-DA permitieron identificar varios
metabolitos como posibles responsables de la actividad sobre A. baumannii. Estos fueron timol,
p-cimeno, metabolitos especificos y mayoritarios en el AE de LOR, a-curcumeno y B-bisaboleno,
moléculas presentes en el AE de PAM, safrol, metabolito mayoritario y especifico del AE de PAU,

y espatulenol, a-pineno y 6xido de cariofileno metabolitos mayoritarios del AE de AHI.

El timol ha sido ampliamente estudiado por su actividad antibacteriana, incluyendo su eficacia
contra bacterias resistente a multiples farmacos como E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae
(Hajibonabi et al., 2023; Souza et al., 2022; Sahoo et al., 2021; Marchese et al., 2016; Santurio
et al., 2014). Particularmente, se han reportado CMI y CMB de 64 a 500 ug/mL sobre diferentes
cepas de A. baumannii en diferentes estudios (Tapia-Rodriguez et al., 2023; Da silva et al., 2023;
Gan et al, 2023; Hassannejad et al., 2019). Investigaciones han demostrado que el timol
interactia con la membrana bacteriana debido a su naturaleza lipofilica y la capacidad de su
grupo hidroxilo (-OH) para formar enlaces de hidrégeno. Este compuesto se inserta en la bicapa
lipidica, desorganizando las interacciones entre los fosfolipidos y aumentando la fluidez de la
membrana. Como consecuencia, se altera la permeabilidad, provocando la fuga de iones (K*, H*)
y moléculas esenciales. Estas alteraciones comprometen la homeostasis celular y conducen a la
muerte bacteriana (Farhadi et al., 2024; Souza et al., 2022).

La actividad antibacteriana del p-cimeno ha sido descrito sobre bacterias Gram negativas como
E. coli ATCC 43895 (CMI = 12,000 ug/mL) y S. enterica ATCC 6539 (CMI = 3,000 pg/mL) aunque
con una baja actividad (Marchese et al., 2017; Yang et al., 2014). En este trabajo se exploré por
primera vez la actividad del p-cimeno sobre cepas de A. baumannii que presento valores de CMI
y CMB de 1000 pg/mL menores a lo reportado para otras bacterias en la literatura. Ademas, se
ha explorado la sinergia entre el p-cimeno y otros compuestos presentes en el AE de LOR como

el timol. La combinacion de timol con p-cimeno ha mostrado efectos sinérgicos en la inhibicién

83



CAPITULO IV

del crecimiento bacteriano, lo que sugiere que la interaccion entre estos compuestos puede
potenciar la actividad antibacteriana (Martinez et al., 2021; Ahmad et al., 2014). Un estudio sobre
el AEs de LOR que contiene abundante proporcion de timol y p-cimeno, demostré que la mezcla
de estos compuestos exhibe una actividad antimicrobiana mas fuerte que la de cada componente
individual (Oliveira-Ribeiro et al., 2021). En nuestros resultados, para el aislado clinico ABA-UIMY-
81 el AEs de LOR (CMI = 125 ug/mL) mostré mejor actividad que los compuestos puros, timol
(CMI = 500 pg/mL) y p-cimeno (CMI = 1000 pg/mL), lo que evidencia una posible sinergia de

estos metabolitos.

Se ha documentado actividad sobre el crecimiento bacteriano del safrol, compuesto mayoritario
del AE de PAU, sobre E. coli y S. aureus (Khairan et al., 2023; Almeida et al., 2020) pero no
existen estudios reportados sobre A. baumannii. Al igual que el timol, el safrol puede interactuar
con la membrana celular, interrumpiendo las interacciones entre los fosfolipidos y alterando la
permeabilidad. También se ha propuesto que el safrol puede interferir con sistemas enzimaticos
esenciales para el metabolismo bacteriano, como enzimas involucradas en la sintesis de la pared

celular y el metabolismo energético de la cadena respiratoria (Eid et al., 2021).

Los sesquiterpenos de tipo bisaboleno (que incluyen tres isdmeros; a-bisaboleno, B-bisaboleno y
y-bisaboleno) han sido ampliamente estudiados por su actividad antibacteriana sobre varias
especies (Li et al., 2023). Especificamente para el B-bisaboleno se ha reportado potente actividad
sobre E. coli, S. aureus y P. aeruginosa (Shu et al., 2021; Li et al., 2015; Nascimento et al., 2007).
Aunque el B-bisaboleno ha mostrado actividad antibacteriana en diversos estudios, su
mecanismo de accion antibacteriano no esta completamente dilucidado (Shu et al., 2021). Para
el sesquiterpeno a-curcumeno no existen reportes de su actividad antibacteriana, pero se ha
documentado la actividad del AEs de Copaifera langsdorffii que contiene una abundante

proporcion de a-curcumeno (33%) sobre S. aureus (Alencar et al., 2015).

El analisis por OPLS-DA identificd tres metabolitos como posibles biomarcadores de la actividad
anti-QS, estos fueron timol, p-cimeno y espatulenol. En este trabajo el timol mostrd una potente
actividad en la inhibicion de la produccion de violaceina (Clso de 26.3 pg/mL) sobre C. violaceum
ATCC 12472, mayor que la presentada por el AE de LOR (Clsode 112.3 ug/mL). Esto coincide
con lo documentado por Saptami et al., (2022) donde el timol presenté una Clso de 28 ug/mL en
la inhibicion de la violaceina en C. violaceum. En este mismo estudio, mediante analisis de
acoplamiento molecular se demostré que el timol puede interactuar directamente con el sitio de
union de la proteina CviR, donde normalmente se acoplan las moléculas de sefalizacion de QS.

Esto evita que el receptor CviR se active, bloqueando la regulaciéon de genes que inducen la
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produccion de violaceina, lo que sugiere que el timol también actia como un inhibidor del QS
bacteriano. No se encontraron estudios especificos que investiguen el efecto del p-cimeno y el
espatulenol sobre el QS bacteriano. Sin embargo, varios terpenos han sido ampliamente
reconocidos por sus propiedades anti-QS en diversos estudios (Dimitrova et al., 2023; Bouyahya
et al.,2022).

El espatulenol, a-pineno y 6xido de cariofileno, los tres compuestos mas abundantes en el AE de
AHI, se correlacionaron con la actividad anti-catalasa y anti-biopeliculas. Para el espatulenol y o-
pineno no se ha descrito propiedades sobre la enzima catalasa. No obstante, se ha demostrado
en modelos in vivo que el 6xido de cariofileno puede inhibir la actividad de la catalasa provocando
un efecto antiinflamatorio (Ames-Sibin et al., 2018; Nguyen et al., 2017). También se ha descrito
el efecto anti-catalasa de otros terpenos como B-cariofileno y mirtenol sobre A. baumannii lo que
resalta el potencial, aun poco explorado, de los terpenos para inhibir factores de virulencia
bacterianos mediante la modulacién de la actividad de la catalasa, lo cual podria contribuir al
desarrollo de estrategias antimicrobianas novedosas (Gyrdymova y Rubtsova, 2022; Selvaraj et
al., 2020).

Con relacion a la actividad en la inhibicion de biopeliculas, el a-pineno ha demostrado poseer
potente actividad anti-biopeliculas segun la literatura. da Silva et al. (2012) evaluaron el efecto
del a-pineno sobre las biopeliculas de Candida albicans encontrando que concentraciones
subinhibitorias de 1500 y 750 ug/mL inhibian mas del 90% de la formacién de biopeliculas, lo que
también coincide con lo reportado por Barros et al. (2023). También se ha documentado su
actividad sobre bacterias, encontrando que el a-pineno (1250 ug/mL) inhibié completamente la
formacion de biopeliculas en S. epidermidis (Sieniawska et al., 2013). Cabe destacar que de los
cuatro AEs evaluados sobre la actividad antibiopeliculas, el AE de AHI fue el que presento a-

pineno en su composicion quimica.

Se ha reportado que el espatulenol ejerce actividad sobre la formacion de biopeliculas en P,
aeruginosa. En estudios previos, se observé que este metabolito es capaz de inhibir hasta un
50% la formacion de biopeliculas a una concentracién de 50 ug/mL, destacando ademas su
capacidad para inhibir las moléculas de senalizacion del QS bacteriano (Gilabert et al., 2011).
Ademas, numerosos estudios han reportado actividad anti-biopeliculas de AEs con abundantes
concentraciones de espatulenol, como en Myriactis nepalensis (33% de espatulenol), Croton
conduplicatus (22.1%), Murraya koenigii (15%) y Ruellia paniculata (13%) (Bains et al., 2023; Fu
et al., 2022; Oliveira et al., 2022; Sankar et al., 2015). Para el 6xido de cariofileno no se ha

documentado su actividad anti-biopeliculas, pero si de AEs donde este metabolito es el
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compuesto mayoritario como en Ruellia asperula (29%) y Rhanterium suaveolens (24.82%)
(Vasconcelos et al., 2023; Chemsa et al., 2016).

El analisis mediante OPLS-DA permiti¢ identificar tres metabolitos, a saber: timol, p-cimeno y
safrol, como posibles biomarcadores asociados con la actividad en la modulacion de la resistencia
via bombas de eflujo. Esto es concordante con nuestros resultados, donde el timol mostrd

modulacién en combinacién con IMP y AMK.

Diversos estudios han demostrado que el timol, p-cimeno y safrol tienen la capacidad de actuar
como inhibidores competitivos de las bombas de eflujo en bacterias (Dias et al., 2022). No existen
estudios de estos tres metabolitos sobre la modulacién de bombas de eflujo en A. baumannii. No
obstante, varios estudios mostraron que el timol puede restaurar la eficacia del norfloxacino,
amikacina y tetraciclina en S. aureus que expresa bombas de eflujo de tipo TetK, NorA y MsrA
(Dos Santos et al., 2022; Sousa Silveira et al., 2020; Cirino et al., 2015). También se ha estudiado
la capacidad del timol (64 ug/mL) de inhibir la expresién de genes que regulan las bombas de
eflujo en E. coli, demostrando que puede inhibir la expresién de los genes MarA y AcrB, que
codifican componentes clave de las bombas de eflujo en esta bacteria (Yuan et al, 2019).
Estudios similares se han realizado con safrol, encontrando que concentraciones subinhibitorias
de este metabolito redujeron significativamente la CMI del norfloxacino y ciprofloxacino en S.
aureus. Esto sugiere que el safrol inhibio las bombas de eflujo NorA y MepA lo cual fue
corroborado mediante un andlisis in silico (Almeida et al., 2020). Mouwakeh et al. (2019)
documentaron que el p-cimeno disminuye la expresién de los genes que codifican para la bomba
de eflujo MepA en S. aureus (MRSA).

El uso AEs como estrategia antiinfecciosa contra A. baumannii representa una alternativa
prometedora frente a la creciente problematica de la resistencia bacteriana. Los AEs constituyen
mezclas complejas de metabolitos secundarios que pueden actuar sinérgicamente, afectando
multiples dianas celulares de manera simultanea. En este trabajo, los AEs de LOR, AHI, PAM y
PAU demostraron tener un efecto in vitro sobre el crecimiento bacteriano y sobre los mecanismos
de farmacorresistencia y virulencia de A. baumannii. Ademas, el analisis multivariado sugiere que
los metabolitos responsables de la actividad en los AEs podrian estar implicados en mas de un
mecanismo bacteriano. Esta diversidad de modos de accién no soélo dificulta la adaptacion y la
generacion de resistencia bacteriana, sino que también puede potenciar la eficacia del

tratamiento al lograr un efecto coordinado.
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El aprovechamiento de AEs derivados de PMA con actividad antiinfecciosa no sélo ofrece una
estrategia eficaz desde un enfoque farmacoldgico, sino que también abre oportunidades para el
desarrollo de sistemas agroecologicos sostenibles, basados en plantas nativas de nuestra region.
La extraccion de AEs a partir de especies nativas adaptadas a las condiciones locales podria
incentivar la generacién de cadenas de valor, promoviendo la diversificacion productiva y
beneficiando a las comunidades. De esta forma, la valorizacion de las PMA no sélo responde a
la necesidad de nuevas alternativas terapéuticas frente a la resistencia bacteriana, sino que
también podria impulsar el desarrollo econdmico local a través de la bioprospecciéon y el
aprovechamiento sostenible de la biodiversidad vegetal por parte de las comunidades que utilizan

de manera tradicional estos valiosos recursos
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CAPITULO V
5.1. CONCLUSIONES

La composicion quimica de los diez aceites esenciales fue contrastante. Los aceites esenciales
de Lippia origanoides, Piper auritum y Bursera simaruba mostraron un compuesto monoterpénico
claramente mayoritario, mientras que el resto de los aceites esenciales estuvieron representados

por una variedad de sesquiterpenos en menores proporciones.

Los aceites esenciales de L. origanoides, P. auritum, P. amalago y Ambrosia hispida inhibieron el
crecimiento de Acinetobacter baumannii, siendo L. origanoides el que mostré mayor actividad y
el unico con actividad bactericida. Esto se asocié con la abundante proporcion de timol y p-cimeno

presente en el aceite esencial de esta especie.

El aceite esencial de A. hispida mostré una potente capacidad de inhibir la formacion de
biopeliculas, lo cual fue sustentado por fotografias del microscopio electrénico de barrido en las
que se observan cambios importantes en la formacion de biopelicula de cepas tratadas con este
aceite esencial. También presentd notable actividad antivirulencia sobre el quorum sensing y
actividad de catalasa. Esto se asocioé con la abundancia de espatulenol, a-pineno y 6xido de
cariofileno presente en el aceite esencial. Este es el primer reporte de las propiedades

antibacterianas, antivirulencia y anti-biopeliculas del aceite esencial de A. hispida.

Los aceites esenciales de L. origanoides y P. auritum mostraron actividad en la modulacién de la
resistencia a antibidticos en aislados clinicos de A. baumannii, reduciendo la concentracion
minima inhibitoria de amikacina e imipenem combinaciéon con ambos aceites. Timol y safrol,
compuestos mayoritarios presentes en L. origanoides y P. auritum, han sido descritos como

inhibidores naturales de bombas de eflujo en células bacterianas.

El uso de herramientas quimiométricos como el analisis discriminante por minimos cuadrados
parciales ortogonales permitié identificar los metabolitos que podrian estar relacionados con la
actividad antiinfecciosa de los aceites esenciales bioactivos, permitiendo discriminar aquellos

compuestos con mayor contribucion a la actividad biolégica observada.

Los aceites esenciales representan una alternativa para combatir la resistencia bacteriana, ya
gue su composicion compleja permite actuar sobre varios mecanismos de accion, dificultando la
aparicion de resistencia. Ademas de su potencial terapéutico, su obtencion podria fomentar el

desarrollo agroecolégico, promoviendo la sostenibilidad y beneficiando a las comunidades a
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través del aprovechamiento de la biodiversidad y la generacion de oportunidades econémicas

locales.

Finalmente, es fundamental continuar investigando la actividad antiinfecciosa de los aceites
esenciales de las plantas medicinales aromaticas de nuestra region. Este enfoque contribuira al
conocimiento sobre el potencial terapéutico de la biodiversidad regional, asi como a la
revalorizacion de estas especies en el contexto de la medicina tradicional. También, permitira la
identificacion de aceites esenciales prometedores como estrategia para el desarrollo de

fitofarmacos que podrian actuar como alternativas en la lucha contra la resistencia antimicrobiana.
5.2. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, se plantea la necesidad de evaluar individualmente y en combinacion los
metabolitos identificados por OPLS-DA sobre los modelos in vitro realizados en este trabajo.
También resulta importante realizar estudios in sillico para complementar la identificacion de
biomarcadores con mayor precisidon. Esto permitird determinar con mayor exactitud los
mecanismos subyacentes y las interacciones entre los compuestos activos presentes en los

aceites esenciales.

Una perspectiva relevante seria evaluar la citotoxicidad de los aceites esenciales bioactivos sobre
otras lineas celulares, como células mononucleares y epiteliales humanas, con el objetivo de
garantizar su seguridad y ampliar el conocimiento sobre su citotoxicidad. También es necesario
la exploracion de estrategias para la incorporacién de los aceites esenciales en sistemas de
administracion innovadores, como nanoparticulas o emulsiones, con el fin de potenciar su eficacia

antimicrobiana y facilitar su incorporacioén en la terapia.

La integracion de analisis Gmicos, como transcriptomica o protedmica, podria proporcionar una
vision mas detallada del impacto de estos compuestos sobre los mecanismos de accién
bacterianos y las redes moleculares implicadas en la inhibicion que presentan los aceites
esenciales sobre los mecanismos de resistencia y virulencia. Estas lineas de investigacion
abririan nuevas oportunidades para el desarrollo de agentes terapéuticos basados en productos
naturales, que puedan ser utilizados en el control de bacterias resistentes a multiples farmacos,

con especial énfasis en A. baumannii.
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