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Resumen

Los aceites esenciales son compuestos organicos que han demostrado
propiedades antimicrobianas. Algunos aceites esenciales son potentes agentes
bactericidas; tal es el caso de Thymus vulgaris. Se ha informado que el aceite
esencial de T. vulgaris es un inhibidor del crecimiento bacteriano tanto de bacterias
Gram positivas, como Gram negativas. Asi mismo este aceite presenta potentes
propiedades bactericidas que incluyen eficacia frente a cepas resistentes a los
antibiéticos. No se han descrito en su totalidad los mecanismos responsables de la
actividad antibacteriana de T. vulgaris, sin embargo, algunos estudios mencionan
gue altera la permeabilidad de membrana bacteriana. Para corroborar esta teoria
nos dimos a la tarea generar artificialmente alteraciones en la membrana de E. coli
uropatégena y medir su actividad respiratoria, dando como resultado una
disminucién del consumo de oxigeno, sin embargo, no fue suficiente para provocar
un cese total, si no solo del 80%. Tal resultado nos fue controversial ya que también
se hicieron mediciones de la actividad respiratoria de E. coli uropatégena agregando
diferentes cantidades del aceite esencial de T. vulgaris, teniendo como resultado un
cese total de la actividad respiratoria. Por tal motivo en este trabajo determinamos
que el blogueo de la actividad respiratoria es el principal mecanismo de accién

antimicrobiano del aceite esencial de T. vulgaris sobre E. coli uropatégena.



1. Introduccién

La aparicion y propagacion de patoégenos farmacorresistentes que han adquirido
nuevos mecanismos de resistencia, debido al uso inadecuado e irracional de los
antimicrobianos, asi como la automedicacion y la prescripcion excesiva de
antibioticos, a causa de la incertidumbre diagnostica de cuadros clinicos de etiologia
viral o bacteriana similares, se ha convertido en un importante problema de salud
publica (Espinosa-Castafio et al., 2019, Dreser et al., 2008, Tang et al. 2014). Los
mecanismos de resistencia antimicrobiana han surgido casi de manera simultanea
a la aparicion de nuevos antibiéticos (Tang et al. 2014). A pesar de que se han
realizado diversas modificaciones estructurales de las clases de antibioticos, con el
fin de ampliar el espectro de accion hacia los aislados resistentes, la situacion ha
ido empeorando, a tal punto de contar con pocas opciones de antibidticos efectivos.
En la actualidad, los porcentajes de resistencia son tan altos que han incrementado
el indice de mortalidad, el costo en el tratamiento y atencion médica; por lo tanto,
ha surgido la necesidad de descubrir nuevos antimicrobianos (Chavez-Jacobo,
2020;Pérez-Delgado, 2019; Prestinaci et al., 2015).

Para la industria farmacéutica una fuente Gptima para la obtencion de farmacos son
las plantas con propiedades medicinales. Se ha reportado que alrededor del 80%
de la poblacion mundial, utiliza medicina complementaria derivada principalmente
de plantas (Ekor, 2014). En ese sentido la fitoterapia, se ha convertido en una
herramienta Util como complemento terapéutico contra infecciones bacterianas. El
auge de la fitoterapia se ha visto favorecido por la seguridad que generan los
medicamentos naturales en los pobladores, y debido a que proporcionan
posibilidades terapéuticas mas amplias que las medicinas tradicionales e inferior
posibilidad de efectos colaterales (Aslam et al., 2018; Ekor, 2014; Karunamoorthi
et al., 2013; Palhares et al. 2015; Sofowora et al., 2013).

Esto ha causado el aumentado en la tendencia del uso de sustancias naturales que
han llegado a constituir una alternativa promisoria con actividad antimicrobiana
(Aljabeili et al., 2019; Aziz et al., 2018; Borboa et al., 2010). Las compafiias


https://journals.sagepub.com/action/doSearch?target=default&ContribAuthorStored=Karunamoorthi%2C+Kaliyaperumal

farmacéuticas estan buscando drogas alternativas de otras fuentes incluyendo las
plantas y los animales (Garcia et al., 2010). Dichas plantas utilizadas como materia
prima para la produccion de extractos o para el aislamiento de sus sustancias
naturales puras (como los aceites esenciales) representa un area en franca

expansion (Cafnigueral & Vila, 2007).

Se han considerado como antibioticos naturales a los aceites esenciales, puesto
que puede ser utilizados en la produccion de nuevos agentes con actividad
antimicrobiana, de interés para la industria farmacéutica y alimentaria (Castafio et
al., 2009). Los aceites esenciales son compuestos volatiles, liquidos de consistencia
oleosa a temperatura ambiente, sin embargo, en algunos casos pueden ser solidos
0 resinosos (Bassolel & Juliani, 2012). Se obtienen de diferentes partes de las
plantas, como las flores, semillas, hojas, cortezas, brotes, y también de la madera,
las frutas y algunas raices. Respecto al método de extraccion pueden ser extraidos
por destilacién, presion en frio, usando solventes organicos, entre otros, sin
embargo, el més utilizado en la produccién comercial es por la destilacion y arrastre
de vapor. (Bakkali et al., 2008; Borboa et al., 2010). El rendimiento del aceite es
variable y depende de diversos factores, entre los que cabe resaltar, las condiciones
ambientales de crecimiento del espécimen y los procesos de obtencion. Una
situacién similar sucede con la composicion quimica de cada aceite esencial, ya
gue, pese a pertenecer a la misma especie de planta pueden presentarse
variaciones segun el genotipo o quimiotipo, creando de este modo, diferencias en
sus posibles efectos terapéuticos (Elnaiem et al., 2012; Rubiolo et al., 2010). Los
aceites esenciales son conocidos por sus propiedades antisépticas y medicinales
(analgésicas, sedantes, antiinflamatorias, anestésicos locales, inclusive como
anticancerigenos). También se utilizan en embalsamamientos y, por su actividad
antimicrobiana y antioxidante, como aditivos naturales en alimentos y productos

alimenticios (Cafnigueral & Vila, 2007).

La principal ventaja que se ha reportado de estos productos naturales es que no

propician resistencia como se ha observado en el caso de los antibioticos, 1o cual



podria ser atribuido a la presencia de multiples compuestos que actian en distintos
sitios blanco de las bacterias, destruyéndolas en periodos de tiempo muy cortos
(Fournomiti et al., 2012; Pino-Pérez et al., 2012).

Uno de los aceites esenciales con mayores reportes de actividad antimicrobiana es
el aceite de Thymus vulgaris (tomillo), que presenta una potente actividad
bactericida contra bacterias Gram negativas y positivas (Benameur et al., 2018).
Sin embargo, poco se sabe acerca de su mecanismo de accion; hasta ahora el
mecanismo reportado corresponde a la alteracion de la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica (Chiasson et al., 2004; Garcia-Garcia & Palou-Garcia,
2008). Estudios previos realizados en el laboratorio, donde se observé una alta
actividad antimicrobiana del aceite esencial de T. vulgaris, nos llevd a querer
investigar acerca del mecanismo de accion que presenta este aceite esencial, asi
como algunas de sus otras propiedades terapéuticas, tal motivo nos llevé a
sospechar que esta sustancia podria presentar no solo un mecanismo de accion, si
no varios. Por ello, en esta propuesta de trabajo se considerd la posibilidad de
estudiar un mecanismo que inhibiera la respiracion a nivel de la cadena
transportadora de electrones, usando a Escherichia coli uropatégena como modelo

de experimentacion.



2. Antecedentes
2.1 Antecedentes generales

Ciertamente, las plantas poseen un enorme y desconocido reservorio de sustancias
derivadas de sus actividades metabolicas enfocadas a sus sistemas de defensa
contra de microorganismos, insectos, herbivoros que se encuentran en su entorno,
produciendo grandes cantidades de metabolitos secundarios (Garcia et al., 2010).
Entre los metabolitos secundarios importantes relacionados con los mecanismos de
defensa, destacan los flavonoides, fenoles, terpenos, aceites esenciales, alcaloides,
glicosidos, lectinas y polipéptidos, de los cuales, se han reportado cerca de 8000
polifenoles, 270 amino&cidos no proteicos, 32 ciandgenos, 10,000 alcaloides, varias
saponinas y esteroides (Borboa et al., 2010; Carmona, 2007; Domingo & Lépez-
Brea, 2003). La biosintesis de estas moléculas es llevada a cabo, ya sea de manera
constitutiva o bien de manera inducida, como parte de la respuesta defensiva de las
plantas en contra de una infeccion por bacterias, hongos o nematodos (Garcia et
al., 2010). Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro grupos principales:
terpenos, compuestos fendlicos, glicésidos y alcaloides, los cuales presentan

diferentes propiedades farmacol6gicas como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los metabolitos secundarios y sus propiedades

farmacoldgicas.

Grupo Compuestos Caracteristicas Propiedades Fuente

presentes principales farmacéuticas

Anticarcinogénicas, Avalos y

pigmentos importancia con mas de  antiulcerosas, Pérez-

Hormonas, Grupo de mayor
[sgesles | carotenoides, 40,000 moléculas, se antimalariales, Urria

)
esteroles, latex  consideran de antimicrobianas 2009
y aceites importancia para la

esenciales supervivencia de las
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http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-61322018000100014#t1
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-61322018000100014#B3
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-61322018000100014#B3
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2448-61322018000100014#B3
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Compuest

(O]

fendlicos

Glicosidos

Alcaloides

Cumarinas,
flavonoides,

lignina y taninos

Saponinas,
glicosidos
cardiacos,
glicosidos
cianogénicos y

glucosinolatos

Quinolina,
isoquinolina,
indol, tropano,
quinolizidina,
piperidina,
purina,
pirrolizideno

plantas. Son insolubles
en agua y derivan de la
union de unidades de
isopreno.

Derivan de un grupo
fenol

Surgen a partir de la
condensacion de una
molécula de azucar con
otra que contiene un
grupo hidroxilo,
formando asi un enlace
glucosidico

Grupo con alrededor de
15,000 metabolitos
secundarios. Son
solubles en agua,
contienen al menos un
atomo de nitrégeno y
exhiben actividad
biolégica. La mayoria
son heterociclicos y
algunos son compuestos
alifaticos

Antidiarreicos,
antitumorales,
antibacteriales,
antivirales e
inhibidores de

enzimas

Antimicrobianas,
fungicidas,
insecticidas,
anticancerigenos,
antiinflamatoria y

alelopaticas

A dosis altas, la
mayoria son muy
toxicos, sin
embargo, a dosis
bajas funcionan
como relajantes
musculares,
tranquilizantes,
antitusivos o

analgésicos

Avalos y
Pérez-
Urria,
2009,
Isaza,
2007.
Avalos y
Pérez-
Urria,
2009,
Agustin et
al., 2011

Avalos y
Pérez-
Urria,
20009,

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de metabolitos secundarios

provenientes de las plantas, se conocen aproximadamente 3000 aceites esenciales.
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Entre ellos tenemos al aceite esencial de orégano, tomillo, salvia, perejil, clavo, ajo,
cebolla, lavanda, menta, canela, eucalipto, etc. Estos presentan actividad
antimicrobiana que varia dependiendo de especies, subespecies y variedades de
las plantas (Borboa et al., 2010; Jiménez-Garcia & Zambrano-Gutiérrez, 2016;
Marin-Mufioz, 2015; Montero-Recalde et al., 2019; Ortega-Nieblas et al., 2011;
Pastrana-Puche et al., 2017). Los aceites con un alto porcentaje de compuestos
terpenoides del tipo fendlico poseen notables propiedades antimicrobianas
(Sanchez-Pérez et al., 2012). Los terpenos que se encuentran en los aceites
esenciales son generalmente monoterpenos (Avalos-Garcia & Pérez-Urria, 2009).
Aunque la actividad biolégica de aceites esenciales ha sido confirmada por
numerosos estudios, ha habido una gran variabilidad entre ellos; esto se ha atribuido
a la composicion de los aceites (Figueiredo et al., 2008).

La actividad bactericida o bacteriostatica de los aceites esenciales depende
estrechamente de la concentracion utilizada (Fournomiti et al., 2015). Se ha
descrito que la actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas no es la
misma que se observa en bacterias Gram negativas; esto depende de la estructura
de la bacteria (de la envoltura) y de la concentracion utilizada del aceite esencial
(Tiwari et al., 2015). Las bacterias Gram negativas presentan una mayor resistencia
antimicrobiana a los aceites esenciales debido a que contienen una membrana
interna, una membrana externa y una capa de lipopolisacaridos, que restringen la
difusién de las moléculas de los aceites esenciales (Flores-Encarnacion et al.,
2016; Nazarro et al.,, 2013). Como consecuencia Sse requieren mayores
concentraciones del aceite esencial para inhibir el crecimiento bacteriano (Fisher &
Phillips, 2008; Trombetta et al., 2005).

Se reconoce que los componentes activos de plantas, hiervas y especias son
compuestos fendlicos; estos compuestos son probablemente mayoritariamente los
responsables de la actividad antimicrobiana presentes en los aceites esenciales
(Garcia et al., 2010). En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de plantas y sus

componentes biologicamente activos. Por ejemplo, el orégano (Origanum vulgare)

10



contiene terpineno, cimeno, timol y carvacrol en proporciones que van del 2% hasta

el 80%.

Tabla 2. Componentes de aceites

antimicrobianas.

esenciales que presentan propiedades

Nombre comin Nombre Componentes Porcentaje
cientifico
Cilantro Coriandrum E-2-decanal 20%
sativum Linalool 26%
Canela Cinnamomun
- zaylandicum Transcinnamaldehido  65%
Orégano Terpineno 2-52%
Cimeno 52%
Timol 64%
Origanum vulgare  Carvacrol 80%
Romero Rosmarinus Acetato de bornil 0-17%
officinalis Canfor 2-14%
Pineno 2-25%
1,8 Cineolo 3-89%
Clavo Syzygium Acetato de eugenil 8-15%
- aromaticum Eugenol 75-85%
Tomillo Carvacrol 2-11%
Terpeno 2-31%
Cimeno 10-56%
Thymus vulgaris Timol 10-64%

Adaptada de Burt (2004)

La actividad antimicrobiana de los componentes de los aceites esenciales en orden
decreciente va desde los fenoles > aldehidos > cetonas > alcoholes > éteres >
hidrocarbonos (Borboa et al., 2010). En la literatura aparecen numerosos informes

sobre la actividad antibacteriana de aceites esenciales. Sin embargo, se han
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realizado muy pocos estudios relacionados con el modo de accion de estos

productos naturales en la célula bacteriana (Sanchez-Pérez et al., 2012).

Los mecanismos de accion reportados hasta ahora de los diversos compuestos
organicos de las plantas son variables. Por ejemplo, los terpenos estan involucrados
en el rompimiento de la membrana, a través de los compuestos lipofilicos. Se ha
postulado que los alcaloides se intercalan en la doble cadena del ADN, mientras
que las lectinas y polipéptidos pueden formar canales i6nicos en la membrana
microbiana o causar la exclusion competitiva por adhesion de proteinas microbianas

a los polisacaridos receptores del hospedero (Fig.1).

Asi de manera general, se ha observado la desestabilizacion en la estructura de la
membrana y de la pared bacteriana, alteracion de la permeabilidad celular, la fuga
de potasio de las células, asi como alteraciones en el potencial de membrana
(translocacién de protones), cambios en el gradiente de pH y la produccién de ATP
en las células bacterianas (Borboa et al., 2010; O'Bryan et al., 2015). Las enzimas
ATPasas que se encuentran localizadas en la membrana citoplasmatica pueden ser
alcanzadas por moléculas lipidicas, viéndose afectada la regulacion de energia y

sintesis de componentes estructurales (Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008).

Se ha informado que la actividad antimicrobiana depende principalmente de la
composicién de las sustancias quimicas (hidréfilas o hidrofébicas) de los aceites
esenciales (Fisher & Phillips, 2008; Holley & Patel, 2005; Solozano-Santos &
Miranda-Novales, 2012). Considerando la gran variedad de compuestos quimicos
presentes en los aceites esenciales, es muy probable que su actividad
antimicrobiana no sea atribuible ni a un compuesto ni a un mecanismo especifico,
sino a la accion combinada de varios de ellos sobre distintos organulos de la célula
(Pino-Pérez et al., 2012)

12
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Fig. 1 Mecanismos de accion antimicrobiana de los aceites esenciales.
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2.2 Antecedentes especificos

El tomillo pertenece a la familia Lamiaceaes, posee cerca de 215 especies, siendo
el género Thymus uno de los més importantes. Es una planta perenne, que puede
alcanzar hasta 50 cm de altura, clasificada como arbusto o subarbusto, o a veces
como herbacea. Es una planta aromatica utilizada con fines medicinales y como
condimento, destacandose por su aroma, asi como por su aceite esencial volatil (Da
Rocha et al., 2012; Morales, 2018). El tomillo es un producto natural prometedor
para la industria farmacéutica ya que representa un compuesto con potencial

fitoterapéutico y ademas de bajo costo (Fournomiti et al., 2015).

El aceite esencial de T. vulgaris y sus componentes activos, timol y carvacrol, se
han utilizado como antioxidantes, antiinflamatorios, anestésicos locales,
antisépticos, antibacterianos, antimicaticos y antitumorales (Gumus et al., 2016;
Jafri & Ahmad, 2020; Nickavar et al., 2005). La propiedad antimicrobiana del
aceite esencial de tomillo est4 asociada por su caracter lipofilico (a la acumulacién
en membranas) y los subsecuentes eventos en las mismas. EI mecanismo por el
cual los compuestos fendlicos inhiben microorganismos es produciendo la
sensibilizaciéon de la bicapa fosfolipida de la membrana celular, provocando un
incremento en la permeabilidad y la pérdida de constituyentes celulares vitales o
dafio de las enzimas bacterianas (Chiasson et al., 2004). Generalmente el flujo de
iones potasio es una muestra temprana del dafio a la membrana citoplasmaética,
seguido del flujo de los demas constituyentes citoplasmaticos. La alteracion de la
permeabilidad de la membrana es identificada como la causa principal de la muerte
celular y depende de la hidrofobicidad de los solutos que cruzan la membrana y de
la composicion de la misma. Sin embargo, algunas investigaciones sefialan que este
mecanismo solo es una parte de la explicacion de la actividad antimicrobiana que

presenta el aceite esencial de T. vulgaris (Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008).

El aceite esencial de tomillo, que en su composicion incluye a carvacol, borneol,
geraniol y timol, ha sido reconocido por su gran actividad antimicrobiana, atribuida
fundamentalmente a los fenoles timol (2-isopropil-5-metilfenol) y carvacrol (5-

14



isopropil-2-metilfenol), que han sido el tema de varias investigaciones in vitro e in
vivo (Fournomiti et al., 2015; Nebahat et al., 2010; Soto et al., 2006). Algunos
articulos reportan que la fuerte accion antimicrobiana del timol y carvacrol esta
asociada a la presencia del radical hidroxilo, debido a que el p-cimeno, precursor
biolégico de estos componentes, carece de este hidroxilo y presenta menor
actividad (Lopez-Ambrocio et al., 2016). Otros estudios sefialan que al exponer las
células bacterianas a concentraciones subletales de agentes antimicrobianos
naturales (como el timol y carvacrol) producen cambios en la concentracion de los
acidos grasos de la membrana celular, presentandose un aumento de los acidos
grasos insaturados (Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008). En la Fig. 2 se muestra
como los componentes mayoritarios (timol y carvacrol) del aceite esencial de T.
vulgaris interactuan con la membrana celular disolviendose en la bicapa
fosfolipidica, lo que causa la desestabilizacion de la misma, aumentando su fluidez
y permeabilidad (Parra-Sepulveda, 2020). La posicion orto del radical hidroxilo del
timol le permite actuar como intercambiador de protones. Inicialmente se difunde a
través de la membrana hacia el citoplasma donde libera su protdn, seguido a esto
vuelve al exterior de la célula transportando y liberando un cation, y el carvacrol
capta un nuevo cation repitiendo el ciclo, causado asi disminucién de ATP, deterioro
de procesos vitales y finalmente la muerte de la célula bacteriana. (Lépez-
Ambrocio et al., 2016)
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Fig.2 Mecanismo de accién antimicrobiano reportado de timol y carvacrol,

compuestos mayoritarios del aceite esencial de T. vulgaris,

Tomado de: Parra-Sepulveda. 2020.

El timol es el principal fenol monoterpénico presente en el aceite esencial de T.
vulgaris, con una concentracion de hasta el 64% (Garcia-Garcia & Palou-Garcia,
2008; Marchese et al., 2016). Posee un grupo fendlico con un alto poder hidrofébico
(Fig. 3). Su efecto podria deberse a la perturbacion de las fracciones lipidicas de
las membranas plasmaticas bacterianas por enlaces de hidroégeno, haciendo que
las membranas y las mitocondrias sean mas permeables y de esta forma poder
desintegrarlas (Di Pasqua et al., 2010; Anup-Kollanoor et al, 2010; Marchese et
al., 2016; Trombetta et al., 2005). Ha sido ampliamente utilizado en la mejora de la
seguridad microbiana contra una variedad de patégenos, incluyendo E. coli (Chien
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et al., 2016). También se ha reportado que este compuesto inhibe el crecimiento de

esporas (Lopez-Ambrocio et al., 2016).

CHs CHs
#,,L_b ﬁ/m
L C

|

HiC™ CHy HC” CHy
TIMOL CARVACROL

Fig. 3 Estructura quimica de timol y carvacrol.

Tomado de: (Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008).

Estudios han demostrado que el efecto del timol es mayor cuando se encuentra a
un pH de 5.5 en comparacién a un pH de 6.5, ya que a bajos valores de pH la
molécula del agente antimicrobiano no esta disociada, logrando unir mejor las partes
hidrofébicas de las proteinas, y por lo tanto facilitando la disolucion de la fase lipidica

de la membrana citoplasmatica (Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008).

El carvacrol a pesar de no estar presente en altas concentraciones (2-11%) en la
composicién quimica del aceite esencial de T. vulgaris, ha sido reportado como uno
de los responsables de la actividad antimicrobiana de este aceite esencial (Garcia-
Garcia & Palou-Garcia, 2008). Ha sido utilizado como aditivo alimentario en la
industria de los alimentos durante mucho tiempo (Joca et al., 2012; Yu et al., 2012).
Ademas, diversos informes indicaron que no sélo tiene propiedades antimicrobianas

si no también antimicéticas, antioxidantes y potenciales contra el cancer (Gany &

17



Mahdi 2008; Giweli et al., 2012; Jaafari et al.,, 2012). El carvacrol es un
monoterpeno que penetra facilmente en las membranas celulares de las bacterias,
provocando la alteracion de la integridad de la membrana celular y la liberacion de
contenido de células bacterianas (Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008; Magi et
al., 2015). La estructura quimica del carvacrol es similar a la del timol cambiando

Unicamente la posicion del grupo hidroxilo (Fig. 3).

Estudios sefialan que células de E. coli en presencia de carvacrol a una
concentracion de 1 mM no sintetiza flagelos, provocando que el microorganismo
crezca sin movilidad, al verse estresada E.coli utiliza su energia en otras funciones
vitales, en vez de sintetizar flagelos. Sin embargo, a una concentracion de 5 mM
cesa inmediatamente la movilidad y ocurre la muerte celular (Garcia-Garcia &
Palou-Garcia, 2008).

También se ha demostrado que el aceite esencial de T. vulgaris, asi como timol y
carvacrol, tienen un potente efecto antimicético y antitumoral debido al dafio
mitocondrial (Aydin et al., 2013; Kong et al., 2019; Nikoli¢ et al., 2014; Ozkan &
Erdogan, 2012). Al desestabilizar la estructura de la membrana mitocondrial,
genera permeabilidad anormal de radicales, citocromo c, iones de calcio y proteinas.
Como resultado de estrés oxidativo y las fallas bioenergéticas, afecta la fuerza
protébn motriz, disminuyendo el potencial de membrana y asi mismo se genera un
dafio al ciclo i6nico de Ca?* y otros canales iénicos, se reduce el gradiente de pH
que afectan la bomba de protones y la reserva de ATP. También se ve alterado el
transporte activo y la coagulacion del contenido celular causando lisis y muerte
celular (Aguilar Castillo, 2016 Bakkali et al., 2008; SaAnchez-Pérez et al., 2014).

AitM’barek et al., (2007) reportaron que el aceite esencial de T. vulgaris tiene un
importante efecto in vitro en la actividad citotoxica contra células tumorales. Existen
multiples ensayos en donde se reporta la actividad antiproliferativa de carvacrol
hacia diferentes lineas carcindgenas, entre ellas, células MDA-MB 23 de cancer de
mama, A549 de carcinoma de pulmoén, melanomas de ratén y Hep-G2 (Arunasree,
2010; He et al., 1997; Sivas & Tomsuk 201; Yin et al., 2012). Jaafari et al., (2012)
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reportaron la actividad citotoxica de timol y carvacrol contra las lineas celulares
tumorales P-815 (mastocitoma murino), K-562 (leucemia mielégena cronica
humana), CEM (leucemia linfoblastoide aguda T) y MCF-7 (adenocarcinoma de
mama humano). En el estudio de Suntres et al., (2015) se reportd que el carvacrol
indujo apoptosis asociada a la inhibicién del complejo | de la cadena transportadora
de electrones, observandose otros cambios como la disminucién del potencial
mitocondrial en una linea celular de cancer de pulmén humano (A549), la liberacién
del citocromo ¢ mitocondrial, la activacion de caspasa, formacion de ampollas

citoplasmicas e irregularidad de la forma de la membrana mitocondrial.

Por otro lado, se demostré la actividad antimicotica por la combinacion de timol y
acido salicilico, observdndose una disminucion de las actividades de succinato
deshidrogenasa, malico deshidrogenasa, citrato  sintetasa, isocitrato
deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa, inhibiendo asi la via
tricarboxilica de las células de Rhizopus stolonifer. Estos fendmenos fueron
atribuidos a la inhibicion significativa de uno o mas componentes de la cadena
transportadora de electrones, disminuyendo tanto la sintesis de ATP como la
generacion de NADPH, y por lo tanto perjudicando el sistema antioxidante y dafio a

la funcién mitocondrial en las células de R. stolonifer (Kong et al., 2019).
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3. Planteamiento del problema

Los aceites esenciales son de suma importancia para la industria farmacéutica y
alimenticia ya que son una alternativa natural para la produccion de antimicrobianos,
pues se ha reportado que no generan resistencia microbiana como lo antibioticos,
debido a sus multiples sitios de accion. Para el caso de T. vulgaris, se ha reportado
que afectan la permeabilidad de la membrana, sin embargo, su accion debe ir mas
all4d de la membrana bacteriana ya que es un potente agente bactericida. Diversos
estudios han descrito que aparte de la actividad antimicrobina del aceite esencial de
T. vulgaris, presenta diversas funciones terapéuticas, entre ellas su capacidad
antitumoral y antifungica, en donde el mecanismo principal actia directamente
sobre sobre las mitocondrias de lineas celulares cancerigenas y levaduras,
alterando la fluidez de la membrana, produciendo la permeabilidad anormal de
radicales, citocromo c, iones de calcio y proteinas como resultado de estrés
oxidativo y fallas bioenergéticas. Por ello, en esta propuesta de trabajo se consideré
la posibilidad de estudiar un nuevo mecanismo de accion del aceite esencial de T.
vulgaris que inhiba la respiracion a nivel de la cadena transportadora de electrones,

usando a E. coli uropatégena como modelo de experimentacion.
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4. Justificacion

Se sabe que los aceites esenciales de diferentes plantas tienen actividad
antimicrobiana. Estos aceites contienen diferentes sustancias voléatiles. En donde
se ha reportado que los fenoles (monoterpenos) son los responsables de conferirles
la actividad bactericida. En este contexto, T. vulgaris es un potente inhibidor de las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. El efecto antibacteriano del aceite
esencial de T. vulgaris se ha atribuido exclusivamente a su capacidad para
permeabilizar y despolarizar la membrana citoplasmatica y como consecuencia la
fuga de iones y contenido citoplasmatico, dando paso a la lisis celular. Sin embargo,
también se ha reportado que los aceites esenciales con actividad antimicrobiana
pueden presentar varios mecanismos de accién, gracias a su amplia variedad de
componentes. Lo antes mencionado le proporciona una potente actividad
bactericida al aceite esencial de T. vulgaris, de igual forma evita que las bacterias
generen resistencia a él, como el caso de los antibiéticos. Sin embargo, no se tiene
mucha informacion acerca del mecanismo de accion antimicrobiano de este aceite
esencial. Con la realizacidon del presente estudio se podra aportar nueva informacion
en torno a otros posibles sitios de accion, entre ellos la afectacion en la cadena

transportadora de electrones.
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5. Hipotesis

5.1 H1: T. vulgaris tiene un efecto sobre la respiracion de E. coli uropatégena.

5.2 HO: T. vulgaris no tiene un efecto sobre la respiracion de E. coli uropatégena.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general:

Determinar el efecto de T. vulgaris sobre la respiracion de E. coli uropatégena.

6.2 Objetivos especificos:

1. Probar el efecto de T. vulgaris sobre el crecimiento de E. coli uropatégena
CFT 073.

2. Medir la tasa de respiracion de E. coli uropatégena CFT 073 usando

diferentes sustratos, y el efecto de la presencia de T. vulgaris.

3. Medir la tasa de respiracion de células permeadas de E. coli uropatdégena

CFT 073, usando diferentes sustratos.

23



7. Metodologia
7.1 Material biolégico y quimico

En este estudio se utilizé la cepa CFT 073 de E. coli uropatdgena y aceite esencial
de T. vulgaris de origen comercial.

7.2 Crecimiento de E. coli uropatégena

Se empledé el medio de cultivo soya tripticaseina (ST) en placa y en caldo
(conteniendo g/L: 15 g de hidrolizado pancreético de caseina, 5 g de hidrolizado
papainico de harina soya y 5 g de cloruro sddico). Se tomé una asada de un vial de
E. coli uropatdbgena mantenida en congelacion a -30°C, se coloc6 en 5 mL de caldo
STy se incubd 24 horas a 37°C bajo condiciones estacionarias. Posteriormente, se
tomo una asada a partir del caldo ST con crecimiento y se sembré por estria cruzada
en una placa de Petri conteniendo agar ST. La placa fue incubada a 37°C durante
24 horas. Para los ensayos de respiracion, se partio de un precultivo de 24 horas
de E. coli uropatdgena en caldo ST. Luego, los tubos conteniendo 5 mL de caldo ST
fueron inoculados con 100 pL del precultivo. Los tubos fueron incubados a 37°C

durante 24 horas.
7.3 Efecto de T. vulgaris sobre el crecimiento de E. coli uropatégena

Se realizaron ensayos para probar la actividad de T.vulgaris utilizando la técnica de
difusion en agar. Para ello, en placas de agar ST se colocaron 5 discos de papel
filtro (de unos 5 mm de diamétro) en forma equidistante. Las placas fueron
previamente inoculadas en césped con E. coli uropatdgena a partir de un precultivo
de 24 horas en caldo ST Abssonm= 2-3. Posteriormente, se adicionaron diferentes
cantidades del aceite esencial de T. vulgaris en cada disco de papel filtro: 0.65 a 13
mg. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas. Después de este tiempo,
se midieron los halos de inhibicion del crecimiento. Como referencia, se realizo el
mismo ensayo empleando diferentes cantidades de timol (0.53 a 10.6 mg), carvacrol

(0.65 a 13 mg) y la mezcla 1:1 de ambos (0.45 a 9 mg).
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Para ensayar con concentraciones mayores de timol, se utilizé la técnica de difusion
en pozo, en donde se prepararon 2 placas de agar con el doble de medio de cultivo
de ST (40 mL).

Una vez que gelifico el medio se indculo con E. coli uropatégena, cada inoculo
colocado en la placa contenia 10° bacterias, realizando un estriado masivo, para
posteriormente realizar 5 perforaciones de manera equidistante, con una pipeta

Pasteur. En cada pozo se le agregaron diferentes concentraciones de timol (13-143

mgq).

7.4 Determinacién de la tasa de respiraciéon de E. coli uropatégena usando

diferentes sustratos y el efecto de la presencia de T. vulgaris.

Para determinar la tasa de respiracion de E. coli uropatégena se realizdé un ensayo
polarografico usando un oximetro provisto de un electrodo de Clark. De esta manera
se determind el consumo de oxigeno dentro de una cadmara de registro (capacidad
maxima de 6 mL. La mezcla de reaccién contenia: 3 mL de solucién reguladora de
fosfatos 20 mM pH 7.0 y 1 mL de una suspension de E. coli uropatégena de alta
densidad celular (Abssonm= 2-3). Cada registro se inicié con la adicién de 1 mL de
sustrato (glucosa 0.4 M o succinato 0.4 M). y los registros de respiracion se
realizaron cada minuto durante 15 minutos, manteniendo una temperatura
constante a 37°C. La suspension de E. coli uropatégena se obtuvo partiendo de 1
mL de un precultivo de 24 horas a 37°C en 5 mL de caldo ST. Las células fueron
lavadas 2 veces con 1 mL de solucion reguladora de fosfatos 20 mM pH 7.0.
Después fueron resuspendidas en 1 mL de la misma solucion amortiguadora para
realizar el ensayo. Los ensayos se repitieron por triplicado. Para determinar el efecto
de T. vulgaris sobre la tasa de respiracion de E. coli uropatégena, se realizaron los
ensayos de respiracion empleado las condiciones anteriores. Para eso, cada
suspension de E. coli uropatdégena fue incubada a diferentes cantidades del aceite
esencial: 260, 780, 1300 y 2600 ug, durante 10 minutos a temperatura ambiente. La
suspension bacteriana fue colocada en la mezcla de reaccion y se inicio el registro

con la adicion de los sustratos correspondientes. Los registros de respiracion se
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realizaron cada minuto durante 15 minutos, manteniendo una temperatura

constante a 37°C

7.5 Permeado de células de E. coli uropatdgena y determinacién de la tasa de

respiracion

Para obtener células permeadas de E. coli uropatdgena, se realizé un cultivo en 5
mL de caldo ST a 37°C durante 24 horas. Para cada ensayo, se tomé 1 mL del
cultivo y las células de E. coli uropatégena fueron lavadas dos veces con 1mL de
solucion reguladora de fosfatos 20 mM pH 7.0. Luego, se adicionaron 450 pL de la
solucién anterior, 10 pL de Triton X100 y 40 uL de etanol absoluto. La mezcla fue
agitada en el vértex cada 5 min, durante 20 minutos. Al término, la mezcla fue lavada
dos veces con 500 pL de solucion reguladora de fosfatos 20 mM pH 7.0, se elimind
el sobrenadante y el paquete celular fue resuspendido en 1 mL de la misma solucion

para su uso en el ensayo de respiracion.

7.6 Determinacién de la tasa de respiracion en células permeadas de E. coli

uropatdégena

Para determinar la respiracién en células permeadas de E. coli uropatdgena, se
realizd un ensayo polarografico usando un oximetro provisto de un electrodo de
Clark como se mencion6 anteriormente. En este caso, la mezcla de reaccion
contenia: 3 mL de solucion reguladora de fosfatos 20 mM pH 7.0 y 1 mL de la
suspensién de células permeadas de E. coli uropatégena. El registro de la
respiracion se inicioé con la adicién de 1 mL de sustrato (glucosa 0.4 M o succinato
0.4 M). Los registros de la respiracion fueron medidos cada minuto durante 15
minutos, manteniendo una temperatura constante a 37°C. Cada ensayo fue

realizado por triplicado.
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8. Esquema de trabajo
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9. Resultados

9.1. Efecto del aceite esencial de T. vulgaris sobre el crecimiento de E. coli

uropatégena

Con la finalidad de evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de T.
vulgaris sobre el crecimiento de E. coli uropatégena, se realizaron ensayos en
placas de agar ST usando la técnica de difusion en disco. Los resultados se
muestran en la Fig. 4. Como se puede observar en la Fig. 4A, hubo un efecto
inhibitorio fuerte por parte del aceite esencial de T. vulgaris sobre el crecimiento de
E. coli uropatégena. A las concentraciones ensayadas (0.65, 1.3, 2.6, 6.5 y 13 mg)
se inhibié totalmente el crecimiento de la bacteria observandose una superficie
totalmente libre de crecimiento bacteriano sobre el agar ST, a diferencia del

crecimiento observado en la placa de ST mostrada en la Fig. 4B (condicién control).

Fig. 4 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de T. vulgaris, A. Inhibicion del
crecimiento de E. coli uropatdgena usando diferentes cantidades de T. vulgaris. B.
Condicién control.

Usando la técnica de difusién en disco y en pozo y como una referencia, se
realizaron ensayos empleando diferentes cantidades de timol, carvacrol y la mezcla
de ellos (1:1) para determinar el efecto sobre el crecimiento de E. coli uropatégena.

Los resultados se presentan en la Fig. 5y Fig. 6.
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Fig. 5 Actividad antimicrobiana de carvacrol y timol. A. Inhibicién del crecimiento de
E. coli uropatégena usando diferentes cantidades de carvacrol. B. Efecto de timol
sobre el crecimiento de E. coli uropatégena. C. Inhibicion del crecimiento de E. coli

uropatégena empleando una mezcla 1:1 de carvacrol y timol. D. Condicién control.

Como se puede observar en la Fig. 5A, el monoterpeno carvacrol mostro un efecto
de inhibicién del crecimiento de E. coli uropatégena, de forma similar a como se
observé usando el aceite esencial de T. vulgaris. A todas las cantidades ensayadas
de carvacrol (0.53, 1.06, 2.12, 5.3 y 10.6 mg) el crecimiento de la bacteria fue
inhibido en su totalidad. En la Fig. 5B se puede observar que el monoterpeno timol
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mostré resultados diferentes al inhibir en menor medida el crecimiento de E. coli
uropatdégena. Las cantidades ensayadas de timol fueron: 0.65, 1.3, 2.6, 6.5y 13 mg.
Como se observa en la imagen, el didmetro de los halos de inhibicion fue
incrementando progresivamente hasta alcanzar aproximadamente 16 mm en la
mayor cantidad de timol ensayada. Lo anterior sugiri6 que al menos los
monoterpenos carvacrol y timol son los responsables de la actividad antimicrobiana
mostrada en E. coli uropatdégena. Como se sabe el aceite esencial de T. vulgaris es
una mezcla de componentes, por ello se preparé una mezcla de carvacrol y timol
(1:1, v/v) y se colocaron diferentes cantidades en discos de papel para conocer su
efecto sobre el crecimiento de E. coli uropatégena (Fig. 5C). Las concentraciones
ensayadas de la mezcla 1:1 de carvacrol y timol fueron: 0.45, 0.9, 1.8, 4.5y 9 mg.
En la Fig. 5C se observa claramente el efecto inhibitorio en el crecimiento de E. coli
uropatégena. Los resultados obtenidos fueron similares a los presentados
ensayando con carvacrol (Fig. 5A), lo cual sugiri6 que este monoterpeno es el
responsable de una mayor actividad antimicrobiana. Es importante mencionar que
timol fue disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO), por lo que se realizé una prueba de
control impregnando un disco de papel con 10 uL de DMSO para determinar el
efecto del disolvente sobre el crecimiento de E. coli uropatégena (Fig. 5D). Como
se puede observar en esta Ultima seccion imagen, DMSO no tuvo ningun efecto

sobre el crecimiento de la bacteria.

Por otro lado, debido a que timol mostré un efecto inhibitorio de menor intensidad
que carvacrol sobre el crecimiento de E. coli uropatégena, se realizaron ensayos de
difusién en pozo usando cantidades mayores de timol. Las cantidades de timol
ensayadas fueron: 13, 19.5, 26, 32.5, 39, 65, 91, 117 y 143 mg. Los resultados se
muestran en la Fig. 6. Como se puede observar en las Fig. 6A y Fig. 6B, el efecto
inhibitorio fue similar al observado al emplear cantidades menores de timol (Fig.
5B), lo que sugirié que este monoterpeno presenta poca actividad antimicrobiana,
confirmando que al menos el carvacrol es el responsable del fuerte efecto inhibitorio

del crecimiento observado en E. coli uropatégena. Es probable que esta menor
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actividad antimicrobiana de timol pueda atribuirse a diferencias en la difusion del

monoterpeno en el agar ST.

Fig. 6 Efecto de timol en el crecimiento de E. coli uropatégena usando un ensayo
de difusion en pozo. A. Cantidades de timol usadas: 13 a 39 mg. B. Cantidades de

timol usadas: 9 a 143 mg.

Para determinar el efecto bacteriostatico o bactericida de T. vulgaris, de timol y
carvacrol, se realizé un cultivo en agar ST tomando como indculo un raspado de las
zonas que no mostraron crecimiento en los ensayos de difusiébn en agar con T.
vulgaris y los monoterpenos (usando las mayores cantidades) e incubando a 37°C
durante 24 horas. Los resultados se muestran en la Fig. 7. En el sector A se muestra
el resultado obtenido después de resembrar una placa de agar ST, inoculando con
el raspado tomado del ensayo usando carvacrol. Como se puede apreciar hubo
poco crecimiento, sin embargo, en la placa de donde se tomé la asada, el
crecimiento de E. coli uropatdégena estaba totalmente inhibido (Fig. 5A). Este
resultado sugirié que el carvacrol tuvo un efecto bacteriostatico. En el sector B se
muestra el resultado obtenido después de resembrar una placa de agar ST,
inoculando con el raspado tomado del ensayo usando timol.
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Fig. 7 Efecto bactericida y bacteriostatico de T. vulgaris y de los monoterpenos. A.
Carvacrol. B. Timol. C. Mezcla timol-carvacrol (1:1, v/v). D. Aceite esencial de T.

vulgaris.

En este caso, hubo abundante crecimiento de E. coli uropatégena. Se mostro
anteriormente, que el timol tuvo una actividad antimicrobina menor que carvacrol, y
por este ensayo también se muestra evidencia de un efecto bacteriostatico. En el
sector C se muestra el resultado obtenido después de resembrar una placa de agar
ST, inoculando con el raspado tomado del ensayo usando una mezcla de timol y
carvacrol. Como se puede apreciar no hubo crecimiento de E. coli uropatégena
(fuerte inhibicién del crecimiento). Este resultado permiti6 determinar que la
combinacion de estos dos monoterpenos tiene un efecto sinérgico, dando como
resultado una actividad bactericida. Este resultado estuvo de acuerdo con lo
mostrado en el sector D de la Fig. 7 donde no hubo crecimiento de E. coli
uropatdgena después de tomar un raspado a partir de la placa tratada con T.

vulgaris (Fig. 4A). Como se sabe, el aceite esencial de T. vulgaris contiene carvacrol
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y timol por lo que estos compuestos deben ser los responsables del efecto

bactericida observado.

9.2. Tasas de respiracion de E. coli uropatégena usando diferentes sustratos

y el efecto del aceite esencial de T. vulgaris

Las tasas de respiracion de E. coli uropatdégena y el efecto del aceite esencia de T.
vulgaris fueron determinadas a través del consumo de oxigeno disuelto, usando un
oximetro provisto con un electrodo de Clark. Glucosa y succinato fueron empleados
como sustratos y se siguio la metodologia descrita en la seccidon correspondiente.
En la Fig. 8 se muestran las tasas de respiracion obtenidas usando glucosa como
sustrato en presencia de diferentes cantidades del aceite esencial: 0, 260, 780, 1300
y 2600 pug. Como se puede observar, al incrementar la cantidad de T. vulgaris las
tasas de respiracion van disminuyendo. Las tasas de respiracion obtenidas se
muestran en la Tabla 3. A continuacién se muestra que E. coli uropatégena
consumié 88 nmol O2 min! en ausencia de T. vulgaris, en tanto que con 260 ug de
T. vulgaris la tasa de respiracion fue de 70.2 nmol O2 mint, con 780 ug de T. vulgaris
la tasa de respiracion fue de 69.8 nmol Oz min, con 1300 ug de T. vulgaris la tasa
de respiraciéon fue de 26.9 nmol O2 minty con 2600 ug de T. vulgaris la tasa de
respiracion fue de 0 nmol O2 mint. Con estas cantidades del aceite esencial la
actividad respiratoria de E. coli uropatdgena se inhibié en un 20% usando 260 ugy

en un 70% usando 1300 pg.
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Fig. 8 Tasas de respiracion de E. coli uropatégena en presencia del aceite esencial

de T. vulgaris.

Tabla 3. Actividad respiratoria de E. coli uropatbgena usando glucosa como

sustrato.
Cantidad ensayada de Actividad respiratoria Actividad respiratoria
aceite esencial (ug) (nmol O2 mint) relativa (%)

0 88 100

260 70.2 80

780 69.8 80

1300 26.9 30.6

2600 0 0
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En la Fig. 9 se muestran las tasas de respiracion obtenidas usando succinato como
sustrato en presencia de diferentes cantidades del aceite esencial: 0 y 260 ug. Como
se puede observar con 260 ug de T. vulgaris la tasa de respiracién disminuyé en su

totalidad. La tasa de respiracion obtenida en ausencia de T. vulgaris fue de 115 nmol

O2 min't.
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Fig. 9 Tasas de respiracion de E. coli uropatdgena usando succinato como sustrato

en presencia de T. vulgaris.

Como se pudo observar, la inhibicion de la actividad respiratoria de E. coli
uropatégena se produjo en presencia de T. vulgaris, sin embargo el comportamiento
fue diferente al emplear glucosa y succionato como sustratos. Asi, cuando se
emplearon 260 ug de T. vulgaris la actividad respiratoria decay6 en un 20% usando
glucosa como sustrato, en tanto que usando la misma cantidad del aceite esencial
y succinato como sustrato, la actividad respiratoria se perdié en su totalidad. Los
datos anteriores sugirieron que T. vulgaris inhibe la actividad respiratoria de la

bacteria y que actia probablemente en sitios diferentes.
9.3 Tasas de respiracion en células permeadas de E. coli uropatégena

Estudios previos han reportado que el mecanismo responsable de la actividad

antimicrobiana de T. vulgaris es la alteracion de la permeabilidad de la membrana
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(generando poros). Con el fin de generar poros en las membranas y conocer su
cinética de respiracion, células de E. coli uropatégena fueron permeadas utilizando
una solucién que contenia etanol y Triton X-100 a bajas concentraciones como se
describio en la seccion de Metodologia. Una vez obtenidas las células permeadas
de E. coli uropatdégena se realizaron los ensayos de respiracion. Los resultados se
muestran en la Fig. 10. Como se puede observar en la Fig. 10 y Fig. 11, las tasas
de respiracion de las células permeadas disminuyeron aproximadamente 5 veces,
mostrando el mismo efecto al emplear glucosa y succinato como sustratos. Asi los
valores de las tasas de respiracion de E. coli uropatégena fueron de 18.37 nmol O, min-
1 (actividad relativa: 20.88%) y de 22.45 nmol O, min? (actividad relativa: 19.53%),
respectivamente. Ya que la formacion de poros en E. coli uropatdégena permitié ain registrar
actividad respiratoria, se propuso que la alteracién de la membrana no es la Unica causa
del cese total en el consumo de oxigeno y que muy probablemente, T. vulgaris
afecta algun componente del sistema respiratorio de E. coli uropatégena. Una
prueba de ello fue cuando se adicioné T. vulgaris a las células permeadas (con un
remanente del 20% de actividad) observando la caida total de la actividad

respiratoria, usando glucosa y succionato como sustratos (datos no mostrados).
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10.Discusion

El mecanismo de accién de los aceites esenciales y sus componentes como
antimicrobianos no ha sido completamente aclarado. Esto se complica por el hecho
de que hay una gran cantidad de sustancias quimicas presentes en los aceites
esenciales y, a menudo, todos son necesarios para la actividad antibacteriana. Asi,
el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales puede no ser atribuible a un solo
mecanismo de accién especifico, sino que pueden presentar multiples objetivos en

la bacteria (Pino-Pérez et al., 2012)

La mayor parte del enfoque en los mecanismos antimicrobianos para los aceites
esenciales se ha centrado en la membrana celular y objetivos interconectados con
la membrana (Chiasson et al., 2004; Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008). Los
aceites esenciales pasan a través de la pared celular y la membrana citoplasmaética,
incrementando la permeabilidad, causando pérdidas de ATP, fuga de iones y, por
altimo, lisis celular (Bakkali et al., 2008; Di Pascua et al., 2010). Tal es el caso
para T. vulgaris, que es reportado como un potente antimicrobiano y su unico
mecanismo de accion hasta ahora es la alteracion de la membrana citoplasmatica
(Garcia-Garcia & Palou-Garcia, 2008; Magi et al., 2015). Sin embargo, en este
trabajo se propuso un mecanismo de accion alterno, en donde el aceite esencial
interviene en la actividad respiratoria, alterando el consumo de oxigeno en la
bacteria ensayada y produciendo una afectacion en alguno de los componentes de

la cadena transportadora de electrones.

La actividad antibacteriana se probd por el método de difusién en placa usando
discos de papel y en pozo. Los resultados se mostraron en las Fig. 4,5,6y 7. El
aceite esencial de T. vulgaris mostro una fuerte actividad bactericida frente a E. coli
urpatégena CFT073 a una cantidad de 0.65 mg (Fig. 4), puesto que al realizarse un
resembrado de la placa no se generé crecimiento alguno de E. coli urpatégena (Fig.
7). Asi mismo como complemento se evalud la actividad antimicrobiana de Timol y
carvacrol. Se observo que ambos monoterpenos afectan el crecimiento de E. coli

uropatdégena, sin embargo, timol presenta una menor capacidad para inhibir su
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crecimiento puesto que solo genero pequefios halos de inhibicion, aun usando
concentraciones muy elevada (143mg) (Fig. 6). En cambio, carvacrol tiene una
mayor capacidad antimicrobiana pues inhibi6 el crecimiento totalmente desde 0.53
mg (Fig.5). Posteriormente se realizé un resembrado (Fig.7) de ambas placas y
pudimos observar que en cada caso se generdé un crecimiento de E. coli
uropatdégena, el en caso de timol fue mas abundante el crecimiento. Con estos
resultados determinamos que ambos presentan actividad antimicrobiana de tipo
bacteriostatica, siendo mas fuerte la de carvacrol, lo cual concuerda con los datos
reportados por (Hattabi et al. 2016; Gallegos et al. 2019), los factores que pudieron
influir fueron los métodos utilizados para evaluar la actividad antibacteriana, asi
como la eleccién de cepas bacterianas y su sensibilidad; el volumen de in6culo, el
tiempo de incubacion, la temperatura y pH. Por otro lado, un estudio hecho por
(Santurio et al. 2014) mostré que el aceite esencial de T. vulgaris y su compuesto
mayoritario timol, mostraron actividades bacteriostaticas y bactericidas contra cepas
de E. coli in vitro. No obstante, la actividad del aceite esencial fue superior al

compuesto solo.

Como sabemos el aceite esencial de T. vulgaris es una mezcla de compuestos y
entre ellos se encuentran timol y carvacrol en diferentes proporciones por lo cual
también se evalud la actividad antimicrobiana de la mezcla 1:1 de timol-carvacrol
(Fig. b) y se observo que inhibe el crecimiento desde 0.45 mg. Al igual que los casos
anteriores se realizé un resembrado de la placa y en la Fig. 7 observamos que no
hay crecimiento de E. coli uropatégena, con esto podemos determinar que
combinacion de timol y carvacrol presentan sinergismo en su capacidad
antimicrobiana, dando como resultado una actividad bactericida. El conjunto de
estos resultados nos reafirma que el aceite esencial de T. vulgaris es un poderoso
antimicrobiano y por ende se considera que no presenta solo un mecanismo de

accion antimicrobiano.

Ademas, este resultado concuerda con lo reportad por (Guarda et al.,2011),

quienes nos dicen que la combinacion de timol y carvacrol tiene un efecto
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antimicrobiano sinérgico contra Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus,
Listeria innocua, Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus niger, y el mayor

sinergismo se logré a una concentracion de 50% de timol y 50% de carvacrol.

Cabe mencionar que el aceite esencia de T. vulgaris, ademas de ser un potente
antimicrobiano tiene propiedades antitumorales y antimicéticas, en donde se ha
reportado que el dafio mitocondrial es uno de los mecanismos de accion,
produciendo falla bioenergéticas (Aydin et al., 2013; Kong et al., 2019; Ozkan &
Erdogan, 2012). Lo antes mencionado nos da indicios a creer que se podria generar
un dafio en similar hacia E. coli uropatdgena, como consecuencia de la alteracion
de algun componente de la cadena transportadora de electrones al agregar el aceite
esencial de T. vulgaris, hasta el momento no hay reportes sobre este mecanismo
de accion antimicrobiano por parte del aceite esencial de T. vulgaris. Sin embargo,
para generar evidencia al respecto, en este trabajo decidimos evaluar la actividad
respiratoria de E. coli uropatdégena en presencia del aceite esencial de T. vulgaris,
usando glucosa y succinato como donador de electrones.

Como resultado obtuvimos la inhibicion total del consumo de oxigeno al agregar
2600 pg/mL del aceite esencial de T. vulgaris cuando se usa glucosa como donador
de electrones (Fig. 8) y una inhibicién total al agregar 260 ug del aceite esencial de
T. vulgaris cuando se usa succinato (Fig. 9). Es decir, el efecto fue 10 veces mayor
cuando se us6 succinato como unica fuente de energia. Como sabemos el succinato
es un sustrato actia como donador de electrones directamente en la cadena
transportadora de electrones, en el complejo dos. En cambio, la glucosa tiene que
pasar por diferentes vias metabdlicas para obtener los sustratos que se utilizaran
en la cadena transportadora de electrones, y ser utilizados en algunos de los dos
complejos de dicha cadena. Dicho lo anterior podemos sustentar la teoria de que el
aceite esencial de T.vulgaris genera algun dafio en el complejo dos de la cadena
transportadora de electrones. Puesto que cuando se utilizé succinato como donador

de electrones y se le agrego el aceite esencial, al estar dafiado el complejo dos, la

40



actividad respiratoria se detuvo mucho mas rapido y con una cantidad menor del

aceite esencial de T. vulgaris.

El inico mecanismo de accién antimicrobiana reportado hasta ahora por parte del
aceite esencial de T. vulgaris es que altera la permeabilidad de las membranas
bacterianas por ello, en este trabajo se alterd la permeabilidad generando poros en
las membranas de E. coli uropatdgena de manera artificial y se midié el consumo
de oxigeno (Fig. 10), dando como resultado una disminucién del consumo de
oxigeno, sin embargo, no fue suficiente para provocar un cese total, si no solo del
80% (Fig. 11). Por lo tanto, esta es una evidencia contundente para determinar que
la presencia de poros en la membrana a causa de T. vulgaris, no es el mecanismo

de accion principal que le confiere su actividad antimicrobiana.

Con todos los resultados anteriores podemos concluir que el aceite esencial de T.
vulgaris es un potente antimicrobiano de tipo bactericida que detiene por completo
la actividad respiratoria de E. coli uropatégena. Nuestros resultados nos indican que
existe otro mecanismo de accion principal causado por el aceite esencial de T.
vulgaris, considerando un posible dafio en la succinato deshidrogenasa que es un

componente de la cadena transportadora de electrones.
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