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RESUMEN

Los pinenos (a y B) son hidrocarburos monoterpénicos presentes en los aceites
esenciales. Estos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y han
sido vinculados con multiples usos tales como insecticidas y antimicrobianos. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de a y (-) B pineno,
asi como determinar el tipo de interaccidn que ejercen al combinarse en
proporcion 1:1 (a:B). La actividad antimicrobiana cualitativa se evalu6 por el
método de difusion en agar de Kirby-Bauer sobre 20 cepas de bacterias y tres de
hongos levaduriformes. La determinacién de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion bactericida minima (CBM) se llevo a cabo por el método
de dilucion en caldo. Como resultado se obtuvo que a y (-) B pineno inhibieron el
crecimiento de ocho cepas bacterianas Gram positivas. Los compuestos ademas
inhibieron el crecimiento de bacterias Gram negativas (a pineno tres cepas; (-) B
pineno cuatro cepas). La combinacion de los compuestos a: mostré actividad
sobre cuatro cepas bacterianas Gram positivas y seis Gram negativas. Las
especies bacterianas mas susceptibles fueron Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 y Vibrio cholerae ATCC 39540 (CMI = 1.5 mg/mL de ambos compuestos;
3.0 mg/mL de a-pineno; 1.0 mg/mL de (-) B pineno). Para la combinacion 1:1 los
valores de CMI sobre las cepas bacterianas susceptibles fueron mayores a 4.0
mg/mL; la especie mas susceptible fue Vibrio cholerae ATCC 39540 (CMI = 2.0
mg/mL) . Los compuestos mostraron actividad antifungica al inhibir las tres cepas
de hongos levaduriformes; C. glabrata fue la especie mas susceptible (CMI = 0.75
mg/mL de a pineno; 0.5 mg/mL de (-) B pineno y 3.0 mg/mL de la combinacion
a:B). Los resultados muestran que los compuestos a y (-) B pineno presentan por
separado mayor actividad antimicrobiana, en comparacion con la combinacion a:[3,
por lo cual dicha combinacién de los compuestos evaluados presentan efectos
antimicrobianos antagonicos y de indiferencia.

El ensayo de toxicidad general en modelo de Artemia salina reveld que a pineno y
a:B son considerados como extremadamente toxicos; por su parte (-) B pineno
mostro una CLsp de 484.44 yg/mL siendo catalogado como moderadamente
toxico.



INTRODUCCION

El término “sinergismo” hace referencia a un tipo de interaccion no simbiotica en la
cual organismos, sustancias e incluso moléculas diferentes interaccionan entre si
para potencializar su efecto sobre algun sustrato. Aunado a ello este concepto
puede usarse para hablar de interacciones tanto farmacolégicas como
toxicolégicas que aumenten el efecto biolégico de las sustancias en cuestion
(OMS, 1997; OSMAN, 1997; Pascuzzo-Lima, 2008).

El estudio de la interaccion entre diversas sustancias y moléculas han cobrado un
gran auge en afnos recientes, esto debido a la creciente necesidad de encontrar
tratamientos mas eficaces para combatir las numerosas enfermedades
bacterianas y fungicas que en la actualidad contindan teniendo repercusién en la

salud de los humanos.

Las enfermedades microbianas son hoy en dia un importante problema de salud
publica, ya que algunas de ellas se encuentran dentro de las diez principales
causas de muerte tanto en México como a nivel mundial (INEGI, 2013).

Las infecciones diarreicas, respiratorias inferiores y la tuberculosis son tres de las
diez principales causas de mortalidad en el mundo; ademas en México y diversos
paises en vias de desarrollo tenemos a estas mismas enfermedades, solo
reemplazando la tuberculosis por la neumonia como las mas destacadas causas
de morbilidad y mortalidad (Solérzano-Santos y Miranda-Novales, 1998; OMS,
2012).

Las enfermedades bacterianas actualmente se tratan con agentes
antimicrobianos, los cuales pueden definirse como sustancias producidas de
manera natural por una o varias especies de microorganismos (ya sean hongos,
bacterias o actinomicetos), o artificialmente por medios quimicos. Estos agentes
suprimen el crecimiento de otros organismos (bacteriostaticos) y eventualmente

pueden destruirlos (bactericidas) (Camacho, s/a; Forbes et al., 2009).



Cada antimicrobiano cuenta con un sitio de accion para atacar a la célula
bacteriana; siendo tan diversos los sitios de accibn como los tipos de
antimicrobianos existentes; no obstante los mecanismos y estructuras microbianas
mas afectadas por estos son la sintesis de la pared celular, la membrana celular,
la sintesis de proteinas, DNA y RNA. Es por ello que se emplean para inhibir el
crecimiento y eliminar la poblacion bacteriana perjudicial (Forbes et al., 2009).

En los afos recientes se han desarrollado diversos antimicrobianos con
mecanismos de accion y espectros de actividad variados. No obstante, las
infecciones bacterianas siguen siendo una de las principales causas de muerte a
nivel mundial; esto se debe a un fendmeno denominado resistencia bacteriana. La
resistencia se da por alteraciones fisioldgicas y/o estructurales de la célula a causa
de cambios en la composicion genética habitual de un microorganismo (resistencia
adquirida) o por el estado normal genético, estructural o fisiolégico de un
microorganismo sin que este sufra ninguna alteracion (resistencia intrinseca)

(Daza, 1998; Sussmann et al., s/a).

Las bacterias utilizan diferentes vias que les permiten tener resistencia a los
agentes antimicrobianos; estas vias generalmente involucran la destruccion,
alteracion enzimatica, disminucion de la captacion, acumulacion intracelular o
modificacion del sitio de accion del farmaco administrado (Daza, 1998; Forbes et
al., 2009).

Las alteraciones en las células bacterianas son en gran parte resultado del abuso
y mala utilizacion de los agentes antimicrobianos durante afos, lo cual trae como
resultado la resistencia de las mismas frente a diversos antimicrobianos; este
hecho ha propiciado el empleo de sustancias microbicidas de ultima generacién e
inclusive mezclas de los mismos para potencializar sus efectos (Romero, 2007).
Sin embargo los costos de los medicamentos asi como sus multiples efectos
adversos, que pueden ir desde una pequefa intolerancia gastrointestinal hasta un
elevado grado de hepatotoxicidad, anemia e insuficiencia renal, vuelven a los
medicamentos combinados una alternativa poco confiable y costosa (ReAct,
2014).



Las plantas medicinales han constituido el tratamiento tradicional por excelencia a
nivel mundial y su estudio puede desembocar en el descubrimiento de nuevos
principios activos que permitan combatir las diferentes enfermedades microbianas
que aun persisten en la actualidad con gran incidencia e impacto (Hernandez et
al., 2006).

Los habitantes del Valle de Tehuacan-Cuicatlan tienen un gran conocimiento de
las plantas medicinales de la zona. Aunado a ello, este lugar cobra importancia por
contener entre el 10 y el 11.4% de la flora mexicana, de la cual, mas de una cuarta
parte tiene algun uso por parte de las comunidades indigenas que ahi habitan
(Hernandez et al., 2006).

El estudio de las plantas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan se ha enfocado
principalmente en la busqueda de compuestos con potente efecto antimicrobiano
que representen una opcion viable de tratamiento para las personas de escasos
recursos. Algunas de las que han demostrado actividad antimicrobiana son
Lantana achyrantifolia, Lippia graveolens, Acalypha monostachya, Alternanthera
caracasana y Caesalpinia melanadenia entre otros (Hernandez et al., 2003;
Hernandez et al., 2006).

Debido a la gran cantidad de plantas aromaticas, medicinales y lo mencionado
anteriormente, en los ultimos afos se ha propiciado una exhaustiva investigacion y
busqueda de compuestos naturales, derivados del conocimiento empirico y uso
tradicional de las plantas, que permitan combatir las diversas enfermedades de
posible origen infeccioso, de manera mas eficaz, segura y con menos efectos

adversos a un costo relativamente bajo.

Las plantas medicinales, como se ha venido mencionando, representan una
alternativa para el tratamiento de diversas enfermedades de origen microbiano;
estas sintetizan una variedad de moléculas conocidas como “metabolitos
secundarios”. Estos compuestos pueden tener funciones ecologicas tales como:

atrayentes o repelentes de animales e insectos, proteger a las plantas contra la



herviboria confiriendoles sabores amargos, haciéndolas indigestas o venenosas y
actuando como pesticidas naturales (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los aceites esenciales son una mezcla de metabolitos secundarios de bajo peso
molecular constituidos por fenoles, aldehidos, cetonas, éteres, ésteres e
hidrocarburos; son productos volatiles de naturaleza compleja, elaborados por
ciertos vegetales a los cuales les confieren un aroma agradable (Bassolé y Juliani,
2012). Se caracterizan por ser lipofilicos y solubles en solventes organicos,
generalmente son incoloros, su densidad es menor que la del agua, presentan
indices de refraccidn elevados, se oxidan con facilidad y polimerizan dando
productos resinosos (Kuklinski, 2000).

La importancia de los aceites esenciales no solo es por su valor y papel ecolégico
para beneficio de las plantas; estos tienen un importante valor econdémico y
medicinal por utilizarse en la industria alimentaria, en la perfumeria y en productos
de limpieza por sus propiedades aromaticas. Ademas de esto, sus propiedades
farmacoloégicas como antisépticos, antiespasmoddicos, sedantes, cicatrizantes,
analgeésicos y mas importante aun, como antimicrobianos los vuelven sustancias

de gran interés para la industria farmacéutica (Kuklinski, 2000).

El grupo de metabolitos secundarios que compone mayoritariamente a los aceites
esenciales son los terpenos, los cuales se ha reportado que son los mas
abundantes con mas de 4,000 moléculas distintas; estos a su vez se dividen en 5
subtipos y su division esta ligada con el numero de carbonos presentes en su
estructura, teniendo asi a hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, di, tri y
tetraterpenos con 5, 10, 15, 20, 30 y 40 carbonos respectivamente. No obstante,
los aceites esenciales solo se encuentran terpenos de cadenas cortas como lo son
los monoterpenos y los sesquiterpenos (Avalos y Pérez-Urria, 2009; Medina,
2011).

Los hidrocarburos monoterpénicos son las moléculas mas representativas en los
aceites esenciales por constituir el 90% de ellos. En la actualidad se tiene el
registro y conocimiento de mas de mil moléculas distintas; es por ello y por sus



propiedades curativas, que los hidrocarburos cobran una alta relevancia (Medina,
2011).

Dentro de los hidrocarburos monoterpénicos se encuentran los pinenos (como el
a-pineno y el [B-pineno), los cuales estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza. a pineno es considerado el monoterpeno mas abundante y
quimicamente explotado por varias industrias; no obstante se ha visto que ambos
se encuentran especialmente en las esencias obtenidas de los organismos del

geénero Pinus (Cruz et al., 2014).

Los pinenos han sido vinculados con multiples aplicaciones dentro de las que
destacan: su actividad insecticida contra un importante numero de plagas
agricolas, su actividad fungicida y antimicrobiana; ademas son utilizados para
producir fragancias y saborizantes utiles para la industria alimenticia (Rivas et al.,
2012).

La importancia, abundancia y actividad antimicrobiana mostrada por estos dos
compuestos frente a bacterias Gram positivas y negativas, asi como las
interacciones probadas con compuestos como el limoneno (Cruz et al., 2014),
hace de los pinenos un objeto de estudio relevante para comprobar tanto su
actividad antimicrobiana como su posible efecto sinérgico contra infecciones

bacterianas.

Por lo tanto en el presente trabajo se pretende usar estos compuestos para
potencializar su efecto debido a la similitud en su estructura quimica, ya que por
un lado se ha demostrado que compuestos con estructuras quimicas similares
presentan mecanismos de accion parecidos, lo cual podria incrementar su efecto
(Bassolé y Juliani, 2012). Por otro lado, se ha demostrado que combinaciones de
hidrocarburos monoterpénicos muestran un efecto de adicidon o sinergismo

bacteriano (Garcia-Garcia y Palou-Garcia, 2008).



ANTECEDENTES

Algunos trabajos reportados en los que se evaluo la actividad antimicrobiana de
los compuestos a y B pineno (Apéndice 1), asi como pruebas hechas con aceites
esenciales en los que estos compuestos son los mas abundantes o principales

constituyentes, asi como un trabajo de interaccién entre el a pineno y el limoneno.

Cruz y cols. en el 2014 realizaron una evaluacién de los compuestos de aceites
esenciales a pineno y limoneno contra el crecimiento de Staphylococcus aureus
utilizando concentraciones de 5% y 15% de los compuestos por separado y en
conjunto. Como resultados se obtuvo que el tratamiento con a pineno al 15% fue
el tratamiento mas efectivo contra S. aureus. Ademas se menciona que la
combinacion presentd un efecto antagonista, ya que al realizar las combinaciones

el efecto inhibitorio fue menor al mostrado por el a pineno de manera individual.

Dai y colaboradores en el 2013 determinaron la composicién quimica asi como la
actividad antimicrobiana y antioxidante de los aceites esenciales de Wedelia
prostrata en el cual determinaron un total de 70 compuestos en el aceite, siendo el
limoneno y el a-pineno los dos mas abundantes. Motivo por el cual se comparé el
efecto de manera individual mostrando que el a-pineno tiene actividad
antimicrobiana mayor que la del aceite esencial con halos de inhibicion de 20.7 a
22.3 mm y una concentracién minima inhibitoria (CMI) con valores de 62.5 a 125
pg/mL.

Rivas y cols. en el 2012 realizaron un trabajo sobre la actividad biolégica de los
enantiomeros del a y B pineno. Estos mostraron efecto antimicrobiano contra
bacterias y hongos con una CMI con rango de 117 a 1,450 uyg/mL, por su parte el
efecto bactericida se mostré a partir de las 6 horas en S. aureus resistente a la

meticilina.

Afolayan y Ashafa en el 2009 determinaron la composicion quimica y la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de las hojas de Chrysocoma ciliata L. En el



determinaron que el aceite estaba compuesto por 37 compuestos, siendo el a y el
B pineno los mas abundantes porcentualmente hablando. El aceite inhibi6 el
crecimiento del 70% de las bacterias a concentraciones relativamente bajas,
siendo la CMI de 0.08 a 2.5 mg/mL.

Jamshidi y colaboradores en 2009 estudiaron la composicion quimica de los
aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L. entre 2 zonas geograficas de Iran.
Encontraron que a-pineno es el componente mas abundante en el aceite,
representando entre 43 y 46% de abundancia. Por su parte, el B-pineno se
presenta como un componente minoritario cuya abundancia en los aceites es de
1.9%.

Jeong-Ho y colaboradores en el 2008 realizaron un estudio sobre la composicion
quimica y la actividad antimicrobiana del aceite esencial de los conos de Pinus
koraiensis. El aceite esencial fue usado contra bacterias Gram positivas, negativas
y hongos, ademas se identificaron un total de 87 compuestos siendo el limoneno
(27.90%), a pineno (23.89%), B pineno (12.02%), 3-careno (4.95%) y B-mirceno
(4.53%) los mas abundantes dentro del aceite esencial. Para concluir el aceite
esencial tuvo una actividad antimicrobiana significativa contra Cryptococcus
neoformans y Candida glabrata en concentraciones de 0.136 y 0.545 mg/mL

respectivamente.

Hernandez y colaboradores en el 2008 realizaron un trabajo sobre la actividad
antifungica del aceite esencial de dos verbenaceas: Lantana achyranthifolia y
Lippia graveolens de Zapotitlan de las Salinas, Puebla. Encontraron que el aceite
de L. graveolens presentd mayor actividad y que 2.54% del aceite esencial
correspondia al B-pineno, siendo el quinto compuesto mas abundante.

Medeiros y cols. en el 2007 evaluaron el efecto inhibitorio de B-pineno, a-pineno y
eugenol en el crecimiento de la infeccion potencial de endocarditis causada por
bacterias Gram positivas utilizando soluciones que van de los 160 a los 1.25 uL/
mL. La CMI oscila entre los 2.5 y los 40 pL/ mL. Aunado a ello, los efectos
inhibitorios mas intensos se mostraron por parte del B-pineno y el eugenol, los



cuales causaron la eliminacion total del inoculo inicial a las ocho horas de

exposicion.

Sonboli y colaboradores en el 2006 realizaron un estudio sobre la actividad
antimicrobiana de seis constituyentes del aceite esencial de Salvia santolinifolia,
teniendo como compuestos mas abundantes al a-pineno (72.4%), B-pineno (6.6%)
y limoneno (5.3%) respectivamente. Ademas se determiné la actividad
antimicrobiana del a-pineno sobre B. subtillis, S. aureus, S. epidermidis y E. coliy
del B-pineno sobre las mismas bacterias ademas de Enterococcus faecalis con
una CMI de 2.5 mg/mL.



JUSTIFICACION

A pesar de que pocos son los estudios que se han realizado sobre el a-pineno y
el B-pineno se tiene comprobado su efecto antimicrobiano sobre bacterias tanto
Gram positivas como Gram negativas y algunos hongos, no obstante aun no se
conoce como estos compuestos pueden comportarse al ser mezclados y utilizados

contra diversas cepas bacterianas.

Aunado a ello, esto permite tener una idea de la forma en la que los compuestos
podrian interaccionar entre si en el tratamiento de diferentes enfermedades y si
este efecto aumenta o disminuye en comparacion con el uso de los compuestos

utilizados por separado.

HIPOTESIS

Si el a-pineno y el B-pineno presentan actividad antimicrobiana confirmada, se ha
visto que compuestos estructuralmente similares presentan mecanismos de accion
antimicrobiana muy parecido y que los hidrocarburos monoterpénicos muestran
efectos sinérgicos al ser combinados, entonces se espera que el tratamiento con
una mezcla de a-pineno y (-) B pineno tenga un efecto sinérgico y su efecto

antimicrobiano por ende se potencialice.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el posible efecto sinérgico de los compuestos a-pineno y (-) B pineno en la

actividad antimicrobiana.
OBJETIVOS PARTICULARES

> Determinar cualitativa y cuantitativamente el efecto antibacteriano del a
pineno y (-) B pineno.

Determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad antifungica de a

\V4
I\

pineno y (-) B pineno en levaduras y hongos miceliados.
Identificar el efecto del a pineno y (-) B pineno sobre las curvas de

\V4
I\

crecimiento de poblaciones de cepas Gram positivas, Gram negativas,
levaduras y hongos miceliados mas sensibles.

€ Determinar de manera cualitativa la actividad antimicrobiana de una

\V4

combinacion de a pineno y (-) B pineno en proporcion 1:1.

\V4
I\

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
bactericida minima (CBM) de la combinacion 1:1

Determinar la concentracidn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion

\V4
I\

fungicida minima (CFM) de la combinacion 1:1
|dentificar el tipo de interaccion entre los compuestos y obtener el indice

\V4
I\

de Correlacion Fraccionada (ICF).
> Analizar la toxicidad del a pineno, (-) B pineno y la combinacion 1:1.
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METODOLOGIA

Obtencion de a y B-Pineno

El ay (-) B pineno fueron obtenidos de “Sigma Aldrich®, los cuales presentan los
siguientes numeros de catalogo: a-pineno (#CAT 147524) y (-) B pineno (#CAT
112089).

BIOENSAYOS
Actividad antibacteriana
Microorganismos a utilizar

Las bacterias empleadas en los bioensayos pertenecen al Laboratorio de
Farmacognosia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la Facultad de
Estudios Superiores |ztacala de la UNAM, las cepas a utilizar son

Bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 14756, S. aureus
23MR, S. aureus ATCC 29213, S. aureus cc, S. aureus CUSI| y S.aureus
FES-C; Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y S. epidermidis FES-C;
Enterococcus faecalis ATCC 14506 y Micrococcus luteus ATCC 10240a

Bacterias Gram-negativas: Vibrio cholerae ATCC 39540, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Enterobacter gergoviae ATCC 33028, Escherichia
coli CUSI y E. coli 82M; Salmonella tiphy ATCC 19430, Salmonella enterica
ATCC 7251, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella oxytoca
ATCC 8724, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Serratia marcescens
ATCC 14756.

Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

Para la evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana se utilizé la técnica de
difusion en agar Kirby-Bauer (Koneman, 1996) y cada ensayo se realiz6 por
triplicado. Los sensidiscos fueron impregnados con 3.432 mg de a-pineno y (-) B

pineno por separado; estos miligramos estuvieron contenidos en 4 uyL de los
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compuestos puros, como control positivo se utilizaron sensidiscos con 25 pg de
cloramfenicol y como control negativo se usaron 3 pL de aceite de oliva estéril
(Apéndice 1). Para el ensayo de interaccion entre los compuestos se utilizo la
misma concentracion de 3.432 mg/mL por sensidisco, solo que se agregaron a los
sensidiscos una mezcla de ambos compuestos con la proporcion 1:1 (a:B), siendo
los 4 pL el volumen total y teniendo 2 uL de cada compuesto.

Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida minima
(CBM), se determin¢ utilizando la técnica de dilucion en caldo (Picazo, 2000).
Cada ensayo se realizd por triplicado. Las concentraciones para cada bioensayo
fueron de 4.0, 3.0, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.06 mg/mL de a-pineno y
(-) B pineno por separado. Para el ensayo de interaccion entre ambos
componentes se utilizaron las mismas concentraciones pero utilizando ambos
compuestos en una proporcion de 1:1 (a:B). El cloramfenicol fue utilizado como
control positivo a diferentes concentraciones (Apéndice 2).

Efecto de los compuestos a y (-) B pineno sobre la curva de crecimiento de

microorganismos

Para la evaluacion de las curvas de crecimiento se llevd a cabo el método
propuesto por Kubo y colaboradores en 1996 (Modificado por Avila en 1996). En
ella se evaluaron las dos cepas bacterianas mas sensibles (una Gram positiva y
otra Gram-negativa) contra la 2 CMI, CMI y CBM ademas de un testigo;
contabilizando el numero de sobrevivientes por UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) en un total de 24 horas divididas en 9 tiempos para los compuestos
separados (Apéndice 3).
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Actividad antifungica
Microorganismos a utilizar:

Los hongos filamentosos y levaduras utilizados en los bioensayos pertenecen al
Laboratorio de Farmacognosia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la
Facultad de Estudios Superiores |ztacala de la UNAM teniendo las siguientes:

Hongos miceliados:

Trichophyton metagrophytes CDBB-H-1112, Aspergillus niger Fisiologia vegetal
FESI, Fusarium moniliforme CDBB-H-265 y F. sporitrichum Fisiologia vegetal
FESI.

Levaduras:
Candida albicans 17 MR, Candida glabrata ccy C. tropicalis cc.
Evaluacion cualitativa de la actividad antifungica

Para esta prueba se realiz6 el método cualitativo de inhibicion del crecimiento
radial (Wang y Bun, 2002); para ello se utilizaron sensidiscos impregnados con
3.432 mg de los compuestos puros contenidos en 4 L, el control negativo fueron
3 uL de aceite de olivo estéril; como control positivo se colocaron 10 ug de
ketoconazol (Apéndice 4). Finalmente, para la evaluacion de la actividad
antifungica sobre los hongos levaduriformes se llevaron a cabo los mismos
métodos que para bacterias pero usando medio “agar papa dextrosa” (PDA) y
como control positivo nistatina (20 pg /disco).

Evaluacién cuantitativa de la actividad antifungica

Para la evaluacion de la actividad antifungica cuantitativa sobre los hongos
levaduriformes se llevé a cabo el mismo método que para las bacterias pero

utilizando como medio de cultivo el agar PDA.

13



Evaluacion de la interaccion entre los compuestos a y (-) B pineno

Para determinar el tipo de interaccion entre a y (-) B pineno al combinarlos en el
tratamiento a:B se utilizé el indice de Correlacion Fraccionada (ICF) (Sierra et al.,
2011) A continuacién se muestra la formula del ICF :

CMIde a: N CMI de a: 3
CMI de a — pineno  CMI de (- )3 — pineno

ZICF =

Dependiendo del valor obtenido, se considerara:

Sinergismo si ICF < 0.5, adicion si ICF >0.5 y < 1.0, indiferencia si ICF >1 y <4,
finalmente antagonismo si ICF > 4.

Evaluacion de la toxicidad general por el modelo de Artemia salina (Leach).

El ensayo se realiz6 con larvas nauplio de Artemia salina (Leach), colocando 10
larvas en frascos de vidrio transparente con 10 mL de solucién de NaCl 0.5% cada
uno. En ellos se agregaron las concentraciones de 10, 100 y 1,000 pg/mL de a
pineno, (-) B pineno y a:B respectivamente, todos los ensayos se realizaron por
triplicado. Como control negativo se utilizé dimetilsulfoxido (DMSO), solvente
utilizado para disolver los compuestos problema. Los cultivos se mantuvieron bajo

luz blanca durante 24 hrs a temperatura ambiente (23- 25 °C).

Las larvas sobrevivientes fueron cuantificadas, finalmente se obtuvo Ia
concentracion letal media (CLsp) para cada compuesto, graficando el porcentaje de
sobrevivencia contra la concentracion en yg/mL a través del analisis de regresion
lineal (McLaughlin et al., 1991) (Apéndice 5).
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RESULTADOS Y ANALISIS

Evaluacion de la actividad antibacteriana
Evaluacion cualitativa

Los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana
se muestran en los cuadros 1 y 2. Se pueden apreciar las bacterias que
presentaron susceptibilidad a los compuestos a pineno, (-) B pineno, asi como una
combinacion 1:1 de ambos (a:B) y el control positivo utilizado.

De las 21 cepas bacterianas probadas solo 16 mostraron halos de inhibicién; de
ellas, 8 cepas bacterianas son Gram negativas y 8 Gram positivas; estas ultimas
se encuentran representadas en su mayoria por el género Staphylococcus.

La actividad antibacteriana de a:3 es ligeramente menor que sus componentes
separados, siendo activo sobre 10 cepas bacterianas. a y (-) B pineno fueron
activos sobre 11 y 12 cepas respectivamente, pero las bacterias sobre las que

tuvieron efecto los tres tratamientos no son las mismas.

Las cepas bacterianas sobre las cuales a y (-) B pineno tuvieron efecto son
practicamente las mismas, solamente difieren en S. marcescens que fue inhibida
por a pineno y no por (-) B pineno. Las bacterias Gram positivas fueron las mas
sensibles a ambos tratamientos por presentarse 8 cepas susceptibles, no asi con
las Gram negativas que fueron activos en 4 cepas para (-) B pineno y 3 cepas para
a pineno (Cuadros 1y 2).

El efecto de los compuestos separados se muestra moderadamente superior que
cuando estan juntos; a:3 tiene actividad sobre nueve cepas bacterianas de las
cuales solamente seis son compartidas con los compuestos separados (4 Gram
positivas y 2 Gram negativas).

El tratamiento a:B tuvo actividad sobre 4 cepas que anteriormente no se inhibian
con los compuestos separados, siendo 3 Gram negativas y 1 Gram positiva las
cepas susceptibles y dando una actividad final de a:3 de 5 cepas Gram positivas y
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5 Gram negativas. De las cuatro cepas bacterianas Gram negativas inhibidas por

a y (-) B pineno solamente dos fueron susceptibles al tratamiento a:[3, teniendo asi

una pérdida de efecto sobre 2 cepas (Cuadro 2).

Finalmente, la actividad antibacteriana sobre cepas Gram positivas disminuyo en

a:B, ya que cuatro de las ocho cepas inhibidas inicialmente por los compuestos

separados no fueron susceptibles a la combinacion de estos; de las cuatro cepas

restantes casi todas las cepas susceptibles a a:3 ya eran susceptibles a a y/o 3

pineno a excepcion de M. luteus (Figura 1).

Cuadro 1. Actividad antibacteriana de a pineno, (-) B pineno y a:f sobre cepas bacterianas Gram
positivas

Cepa bacteriana o Pineno (-) B Pineno o:f Cloramfenicol
E. faecalis ATCC 14506 8.00+1.00 9.33%0.57 n.a. 106 +£0.5
M. luteus ATCC 10240 n.a. n.a. 6.00 £ 0.00 32.0+£0.0
S. aureus 23MR 6.66 £ 0.57 9.00 £ 1.00 6.64 + 0.57 19.3+0.5
S. aureus ATCC 29213 6.83+0.28 7.33+1.15 7.23 +1.52 15.3+0.5
S. aureus cc 7.00£0.00 6.33+0.57 n.a. 13.0+0.0
S. aureus CUSI 7.00+£0.00 6.66+0.28 n.a. 18.0+ 2.0
S. aureus FES-C 6.33+£0.57 6.00+0.00 6.31 £ 0.57 19.6+0.5
S. epidermidis ATCC 12228 7.00£0.00 6.50+0.00 6.00 £ 0.00 19.6 £ 0.5
S. epidermidis FES-C 8.66 +0.57 7.00x 1.00 n.a. 13.0+£ 0.0
Promedio 718+0.71 7.26+1.16 6.43 + 0.46 17.8 £ 5.91

Halos de inhibicion en mm. Valores promedio de tres repeticiones + D.E. Cloramfenicol (25 ug/disco).

Los discos se impregnaron con 4L de a y (-) B pineno. (n.a = no activo.)
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Cuadro 2. Actividad antibacteriana de a pineno, (-) B pineno y a:B sobre cepas bacterianas Gram
negativas

Cepa bacteriana o Pineno (-) B Pineno ao:f Cloramfenicol

E. coliATCC 82MR n.a. n.a. 6.00 £ 0.00 18.6 £ 0.9
K. oxytoca ATCC 8724 n.a. n.a. 6.00 £ 0.00 176 £ 0.5
K. pneumoniae ATCC 13883 6.50+£0.00 6.50+0.00 6.16+0.28 176 0.5
P. aeruginosa ATCC 27853 n.a. n.a. 6.00 £ 0.00 n. a.

S. enterica ATCC 7251 6.00+0.00 6.00+0.00 n.a. 16.6+1.2
S. marcescens ATCC 14756 n.a. 6.50 £ 0.00 n.a. 15.6 £0.9
V. cholerae ATCC 39540 8.83+1.04 10.50+1.00 11.81+2.64 25.6+0.5
Promedio 577 +283 7.37 +1.81 7.19+2.30 18.6 £+ 3.2

Halos de inhibicion en mm. Valores promedio de tres repeticiones + D.E. Cloramfenicol (25 ug/ disco).
Los discos se impregnaron con 4L de a y (-) B pineno. (n.a = no activo.)

Evaluacién cuantitativa

Los resultados obtenidos en la evaluacidon cuantitativa de la actividad

antibacteriana para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

y la Concentracién Bactericida Minima (CBM) se muestran en los cuadros 3 y 4.

Cuadro 3. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentraciéon bactericida minima (CBM) de a
pineno, (-) B pineno y a:B, sobre cepas bacterianas Gram positivas.

o Pineno (-) B Pineno (a:B)
Cepas bacterianas

CMI CBM CMI CBM CMI ICF
E. faecalis ATCC 14506 >4 >>4 1.5 2.0 n.a A (P)
M. luteus ATCC 10240a n.a n.a n.a n.a 4.0 S
S. aureus 23MR 4.0 >4.0 4.0 >4.0 4.0 I
S. aureus ATCC 29213 >4.0 >>4.0 1.5 2.0 4.0 I
S. aureus cc 2.0 3.0 >4.0 >>4.0 n.a A (P)
S. aureus CUSI 2.0 3.0 1.0 1.5 n.a A (P)
S. aureus FES-C 3.0 4.0 3.0 4.0 4.0 I
S. epidermidis ATCC 12228 1.5 2.0 1.5 2.0 4.0 A
S. epidermidis FES-C 2.0 3.0 1.5 20 n.a A (P)

Interaccion de los compuestos representada como ICF, donde A (P): Antagonismo con pérdida de
efecto, S: Sinergismo, A: Antagonismo e |: Indiferencia. Resultados reportados en mg/mL. (n.a: No
activo).
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En el cuadro 3 se puede observar que la bacteria mas sensible a a y (-) B pineno
fue S. epidermidis ATCC12228 con una CMI y CBM de 1.5 y 2.0 mg/mL para

ambos compuestos.

Al comparar el efecto de ambos compuestos se puede notar que se requiere de
una menor cantidad de (-) B pineno que de a pineno para inhibir el crecimiento de
estas bacterias, teniendo asi que se requieren de 1.5 mg/mL de (-) B pineno para
inhibir el crecimiento de la mayoria de las cepas, mientras que de a pineno se
requieren de 2 a 3 mg/mL para tener el mismo efecto.

El efecto inhibitorio que ejercen a y (-) B pineno varia de acuerdo a la cepa en la
que actua, ya que mientras a pineno no inhibié ni a S. aureus ATCC 29213 nia E.
faecalis ATCC 14506 a una concentracion de 4 mg/mL, (-) B pineno inhibid su
crecimiento con 1.5 mg/mL. En contraste (-) B pineno no impidio la proliferacion de
la cepa S. aureus cc a 4 mg/mL mientras que a pineno inhibié el crecimiento
bacteriano de esta cepa a una concentracion de 2.0 mg/mL. Ambos compuestos
fueron activos frente a las cepas restantes de S. aureus y S. epidermidis.

Las CMI del tratamiento a:B determinadas para las diferentes cepas Gram
positivas se muestran en el cuadro 3. Ademas se muestra el ICF que hace
referencia al tipo de interaccion que se da entre los compuestos frente a las
diferentes cepas bacterianas.

La prueba cuantitativa de la actividad antibacteriana de a:f dio como resultado
que este tratamiento fue activo sobre 5 cepas bacterianas, logrando inhibir su

crecimiento a una concentracion de 4 mg/mL.

Las cepas bacterianas que se muestran no activas frente a a:3 si fueron inhibidas
por los compuestos separados a concentraciones de entre 1.5 y 3 mg/mL, por lo
cual, se obtuvo un efecto antagénico con una total pérdida de efecto .

La actividad antibacteriana de a:B se obtuvo en las cepas de S. aureus 23 MR,
ATTC 292213, FES-C, S. epidermidis ATCC 12228 y M. luteus ATCC 10240a; la
cepa S. epidermidis ATCC 12228 mostro sensibilidad a a:f a 4.0 mg/mL; esta fue
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la cepa mas sensible a los compuestos separados, por lo cual la interaccién entre

ambos compuestos es antagonica.

Las cepas de S. aureus sensibles al tratamiento a:f a 4.0 mg/mL, anteriormente
eran inhibidas por a y (-) B pineno a concentraciones de entre 1.5y 4.0 mg/mL, sin
embargo el valor del ICF demuestra que la interaccion dada entre los compuestos
es de indiferencia.

Finalmente la cepa de M. luteus ATCC 10240a que no habia mostrado
sensibilidad al tratamiento con a y (-) B pineno fue inhibida por a:f a la
concentracion de 4.0 mg/mL, es por lo anterior que se concluye que la interaccion

entre los compuestos frente a M. luteus es de tipo sinérgico.

Cuadro 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion bactericida minima (CBM) de a
pineno, (-) B pineno y a: sobre cepas bacterianas gram negativas.

Cepas bacterianas o Pineno B Pineno P
CMI___CBM___ cwmI CBM cmI ICF
E. coli 82MR n.a n.a n.a n.a 4.0 S
K. oxytoca ATCC 8724 n.a n.a n.a n.a 4.0 S
K. penumoniae ATCC 13883 3.0 4.0 2.0 3.0 4.0 I
P. aeruginosa ATCC 27853 n.a n.a n.a n.a 4.0 S
S. enterica ATCC 7251 3.0 4.0 2.0 3.0 n.a A (P)
S. marcescens ATCC 14756 n.a n.a >4.0 >>4.0 n.a A (P)
V. cholerae ATCC 39540 0.25 0.5 0.25 0.5 2.0 A

Interaccion de los compuestos representada como ICF, donde A (P): Antagonismo con pérdida de
efecto, S: Sinergismo, A: Antagonismo e I: Indiferencia. Resultados reportados en mg/mL. n.a: No
activo

El cuadro 4 muestra los valores de CMI y CBM de a pineno, (-) B pineno y a:f3
sobre las cepas Gram negativas; V. cholerae ATCC 39540 es la cepa mas

sensible para los tres tratamientos ya que su crecimiento es inhibido a
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concentraciones de 0.25 para a y (-) B pineno y 2.0 mg/mL para a:B3. El efecto
bactericida se da a una concentracion de 0.5 mg/mL de a y (-) B pineno.

La concentracién requerida para inhibir el crecimiento bacteriano es menor para
(-) B pineno que para a pineno, del primero se requieren 2.0 mg/mL y del segundo
3.0 mg/mL para producir el mismo efecto. Ademas el cuadro 4 muestra que (-) B
pineno fue activo sobre cuatro cepas, mientras que solo tres cepas fueron

sensibles al a pineno.

De las 4 cepas bacterianas inhibidas por a y (-) B pineno S. enterica ATCC 7251y
S. marcescens ATCC 14756 no fueron sensibles a a:[3, por lo cual se obtuvo un
efecto antagonico con la total pérdida de inhibicion del crecimiento bacteriano. V.
cholerae ATCC 39540 a pesar de ser la cepa mas sensible al tratamiento con a:f3
también sufrié un efecto antagdnico por requerir mas concentracion para inhibir el

crecimiento que la requerida por sus componentes separados.

La actividad antimicrobiana de a y (-) B pineno sobre K. pneumoniae ATCC 13883
se mantuvo al utilizar la combinaciéon a:3, por lo cual al obtener el ICF se

determind que la interaccién entre los compuestos es de indiferencia.

En las bacterias Gram negativas se dio un mayor numero de sinergismos que en
las Gram positivas; a:f3 inhibio el crecimiento de tres cepas que inicialmente no se
mostraban sensible a a pineno y (-) B pineno. Las cepas bacterianas E. coli 82MR,
K. oxytoca ATCC 8724 y P. aeruginosa ATCC 27853 mostraron sensibilidad

frente a la combinacion a: a una concentracion de 4mg/mL.

Los efectos antagodnicos, indiferentes y sinérgicos toman gran relevancia para
conocer la interaccion entre los componentes de aceites esenciales. A pesar de
que estos compuestos mostraron una interaccion antagonica frente a V. cholerae
ATCC 39540 esta fue la cepa mas sensible del tratamiento a:3, ya que solo
requiere de 2.0 mg/mL para inhibir su crecimiento.

Los resultados del ensayo de la curva de crecimiento para S. epidermidis ATCC
12228 se muestran en las figuras 1a para a pineno y 1b para (-) B pineno.
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Figura 1. Efecto del a pineno (a) y del (-) B pineno (b) sobre la curva de crecimiento de S.

epidermidis a concentraciones de CBM, CMI y % CMI (2.0 mg,
respectivamente).
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El efecto de ambos compuestos en el crecimiento de S. epidermidis ATCC 12228
es de tipo bacteriostatico, o que quiere decir que no elimina a la poblacion
bacteriana, pero imposibilita su proliferacién exponencial en el medio de cultivo en

las primeras 4 y 6 horas.

Las curvas de crecimiento muestran que el efecto a pineno es mas efectivo que el
que ejerce (-) B pineno al inhibir a S. epidermidis ATCC 12228, haciendo evidente
que el efecto de éste ultimo es menos prolongado en todos los tratamientos, ya
que inhibe el crecimiento durante 4 horas; no asi con a pineno que puede inhibir el
crecimiento bacteriano de esta cepa por 6 horas.

Los resultados para V. cholerae ATCC 39540 se muestran en las figuras 2a para a
pineno y 2b para (-) B pineno.
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Figura 2. Efecto del a pineno (a) y del (-) B pineno (b) sobre la curva de crecimiento de Vibrio
cholerae ATCC 39540 a concentraciones de CBM, CMI y %2 CMI (0.5 mg, 0.25 mg y 0.125 mg/mL
respectivamente).

El efecto bactericida mostrado sobre V. cholerae ATCC 39540 vy las
concentraciones bajas utilizadas en las curvas de crecimiento sefialan que esta
cepa bacteriana es la mas sensible a ambos compuestos; lo cual es evidente ya
que se requiere un intervalo de tiempo de 30 a 120 minutos para que ambos
compuestos a concentraciones de CBM y CMI inhiban completamente a esta
cepa.

El a pineno es mas eficaz como antibacteriano al utilizarse contra V. cholerae, ya
que la CMI inhibié el crecimiento de esta cepa a los 90 minutos de iniciado el
experimento mientras que (-) B pineno requiri6 de un tiempo de 120 minutos,

teniendo nuevamente que el primer compuesto es mas activo que el segundo.

La sensibilidad de las cepas bacterianas probadas muestran una clara inhibicion o
efecto bactericida por parte de (-) B pineno, lo cual se traduce en una

concentracion menor para lograr este efecto.
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A pesar de que en la mayoria de los casos las CMI| mas bajas se mostraron con (-)
B pineno, en las cepas utilizadas en las curvas de crecimiento donde las
concentraciones de CMI son las mismas para ambos compuestos, se puede
apreciar que el a pineno logro inhibir en menor tiempo el crecimiento bacteriano de
V. cholerae ATCC 39540.

En cuanto al comportamiento de S. epidermidis ATCC12228 al ser tratado con
ambos compuestos se puede apreciar que o pineno mostré un efecto
bacteriostatico durante 6 horas, mientras que (-) B pineno lo tuvo durante 4 horas,

siendo el primero mas eficaz que el segundo.

Los datos anteriores sugieren que a pineno es mas efectivo y que el efecto de
ambos compuestos depende en parte de la cepa bacteriana y de cémo
interaccionan con ella.
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Evaluacién de la actividad antifungica
Evaluacién cualitativa

El a, (-) B y la interaccidon a: no tienen actividad antifungica en las cuatro cepas
de hongos miceliados evaluados.

El ensayo cualitativo del efecto de los compuestos a, (-) B pineno y a: sobre
cepas de hongos levaduriformes muestran que las tres cepas probadas son
susceptibilidad a todos los tratamientos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Actividad antifungica del a pineno, (-) B pineno y a:f sobre cepas de hongos
levaduriformes.

Cepa fungica o Pineno (-) B Pineno o:f Nistatina
C. albicans 17TMR 15.00 £ 0 .00 20.00 £ 0.00 12.32 £ 0.57 28.0 £24
C. glabrata 10.00 £ 0.00 12.66 £ 0.57 12.65 £ 0.57 190+£1.6
C. tropicalis 9.16 £ 0.28 10.66 £ 1.15 11.65 £ 0.57 20.3+04

Halos de inhibicion en mm. Valores promedio de tres repeticiones + D.E. Nistatina (25 pg/ disco). Los
discos se impregnaron con 4uL de q, (-) B pineno y a:B.

El (-) B pineno y a:B son los tratamientos mas activos sobre C. glabrata y C.
tropicalis, ademas, su efecto es muy similar; no asi con C. albicans ATCC 17MR
donde (-) B pineno fue el tratamiento significativamente mas activo (Figura 3).

La combinacion a:f es el tratamiento menos eficaz para inhibir a la cepa C.
albicans ATCC 17MR, a pesar de tener comportamiento similar a (-) B pineno en
las cepas restantes.

El tratamiento de a pineno es el que menos inhibe el crecimiento de C. glabrata y
C. tropicalis; la actividad antifungica de este compuesto sobre C. albicans ATCC
17MR es mayor que a: pero menor que la mostrada por (-) B pineno, siendo asi

el segundo mas activo en esta levadura.

25



N
N

C B Combinacién 1:1

N
o

B Alfa pineno

[
0o

5 Beta pineno

[
[e)]

[
ESN

I
oy

a,b

[ER
N
I

Halos de inhibicién (mm £ DE).
|_\
o

C. albicans ATCC 17MR C. glabrata C. tropicalis

Figura 3. Actividad antifungica cualitativa del a pineno, (-) B pineno y a:f sobre hongos

levaduriformes. Valores promedio de tres repeticiones + DE. Letras refieren a diferencias

sngmﬁcatlvas entre tratamlentos por levadura. a= menos activo, c= mas activo (Analisis de anova
»7 Prueba LSD T )

Evaluacion cuantitativa

Los ensayos cuantitativos de la actividad antifungica aplicados a los hongos
levaduriformes muestran la mayor sensibilidad en las cepas tratadas con (-) B
pineno donde la CMI y CFM es mas baja que en los demas tratamientos (Cuadro
6).

La cepa mas sensible fue C. glabrata, la cual presenta una CMly CFM de 0.5y >4
mg/mL. para a pineno, 0.5 y 3.0 mg/mL. para (-) B pineno y 3.0 mg/mL para a:B.

La segunda levadura mas sensible fue C. albicans 17MR que frente a los tres
tratamientos mostré una CMI y CFM de 1.5 y >4.0 mg/mL para a pineno, 0.75 y
1.0 mg/mL para (-) B pineno y 3.0 mg/mL para a:3.
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C. tropicalis es la cepa menos sensible al a, (-) B pineno y a: con CMl y CFM de
20y >4.0mg/mL, 0.75y 1.0 mg/mL y 3.0 mg/mL respectivamente.

Las cepas de Candida muestran el mismo patron que las cepas bacterianas, en
las que (-) B pineno es mas activo que a pineno; se puede apreciar que el efecto
de los compuestos separados es mayor en hongos levaduriformes que en cepas
bacterianas, ya que la mayoria de los valores de CMI determinadas se encuentran
en un rango de 0.5 a 2.0 mg/mL.

La comparacién de la actividad antifungica de a pineno, (-) B pineno y a:3 muestra
que los compuestos son mas activos cuando estan separados que cuando
interaccionan. Por lo tanto, su efecto frente a las tres especies de Candida es de
tipo antagonista, la CMI determinada para todas las cepas es de 3.0 mg/mL, por lo
que se requiere una mayor concentracion de a:f que de los compuestos puros
para inhibir el crecimiento fungico.

Cuadro 6. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y concentraciones fungicidas minimas
(CFM) de a pineno, (-) B pineno y a:p sobre cepas de hongos levaduriformes.

o Pineno (-) B Pineno a:f
Cepa fluingica
CMI CFM CMI CFM CMI ICF
C. albicans 177TMR 1.5 >4 0.75 1.0 3.0 A
C. glabrata 0.75 >4 0.5 3.0 3.0 A
C. tropicalis 2.0 >4 0.75 1.0 3.0 A

Interaccion de los compuestos representada como ICF, donde A (P): Antagonismo con pérdida de
efecto, S: Sinergismo, A: Antagonismo e [: Indiferencia. Datos reportados en mg/mL. n.a: No activo

El ensayo de la curva letal de crecimiento se realiz6 sobre C. glabrata por ser la
cepa mas sensible a los compuestos separados, los resultados se muestran en las
figuras 4 para a pineno y 5 para (-) B pineno; ya que no se calculé la CFM para a

pineno por ser >4.0 mg/mL se probaron 8.0 mg/mL como CFM.
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Figura 4. Efecto del a pineno sobre la curva de crecimiento de C. glabrata a concentraciones de
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Figura 5. Efecto de (-) B pineno pineno sobre la curva de crecimiento de C. glabrata a
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El efecto que ambos compuestos tienen sobre C. glabrata es de tipo fungicida,
todas las concentraciones son capaces de eliminar la poblacion fungica unas

horas después de iniciado el experimento (Figuras 5y 6).

La actividad fungicida de a pineno sobre C. glabrata a concentraciones iguales a
CBM eliminé a la poblacion inicial a la hora de iniciado el experimento; en
contraste, la 2 CMI y la CMI tuvieron un comportamiento similar, ya que
produjeron la eliminacidn de la poblacion fungica a las cuatro horas de exposicion,

no sin antes actuar como fungistaticos en las tres horas anteriores.

La actividad antifungica de (-) B pineno es similar a la de a pineno, todos las
concentraciones probadas eliminan la poblacién inicial; la CFM produjo la
destruccion total de la poblacion fungica una hora después de aplicado el
tratamiento, la CMI tuvo el mismo efecto a la hora siguiente, finalmente la 2 CMI
actu6 como agente fungistatico por 4 horas y posteriormente tuvo un efecto
fungicida sobre C. glabrata.

La diferencia en tiempos y concentraciones requeridas para eliminar la poblacién
inicial nos muestra que (-) B pineno requiere menor cantidad de ambos para
eliminar a C. glabrata en sus tratamientos con CFM y CMI, confirmando asi que

este compuesto es mas activo y eficaz contra esta levadura.
Ensayo de toxicidad general

Los resultados obtenidos para el ensayo de toxicidad en A. salina de a pineno, (-)
B pineno y a:f se muestran en el cuadro 7 junto con la determinacion de la

concentracion letal media (CLsp) de los tres tratamientos.

El porcentaje de sobrevivientes de los tratamientos a concentraciones de 10 y 100
pMg/mL se muestra en la figura 7 y el grafico de toxicidad con el analisis de
regresion lineal y la determinacion de la CLsg de (-) B pineno se encuentran en la
figura 8.
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Cuadro 7. Toxicidad general de a pineno, (-) B pineno y a: en modelo de Artemia salina.

Compuesto CLso
a pineno nd
(-) B pineno 484.44
a: nd

Valores promedio de 3 repeticiones. Resultados exoresados en ug/ mL. nd = no determinado.

La determinacion de la CLsp solo pudo realizarse para (-) B pineno, esta es de
484.446 ug/mL; para los tratamientos de a pineno y a: no se calculé este dato
porque a la concentracion de 10 yg/mL ambos tenian menos del 50 por ciento de

sobrevivientes como se muestra en la figura 7.

El numero de sobrevivientes de a pineno a 10 ug/mL es de 45.83%, por su parte el
tratamiento a:B tuvo un porcentaje de sobrevivencia de larvas de A. salina del
41.66% a la misma concentracion. Debido a ello se infiere que la CLsy esta por
debajo de los 10 pg/mL para ambos tratamientos y que ambos compuestos son
mas toéxicos que (-) B pineno.
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Figura 6. Porcentaje de sobrevivencia de las de A. salina para a pineno, (-) B pinenoy a:p a
concentraciones de 10 y 100 pg/ mL.
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Figura 7. Andlisis de la toxicidad de (-) B pineno a concentraciones de 10, 100 y 1000 ug/ mL,
determinacidn de la CLso mediante el analsis de regresion lineal.

El tratamiento con (-) B pineno es el menos toxico de todos los tratamientos por
ser el unico al que se le determind la CLsp, en relacidn al porcentaje de
sobrevivencia de las larvas del A. salina el a pineno es el segundo menos toxico
por ser mas las larvas que sobrevivieron a este compuesto; finalmente el
tratamiento a:3 es el mas toxico por tener el menor porcentaje de sobrevivencia de

las larvas a la concentracion de 10 pg/mL.
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DISCUSION

Actividad antimicrobiana

De las 21 cepas bacterianas sometidas al a y (-) B pineno, solo 12 mostraron
sensibilidad; 8 fueron Gram positivas, 3 Gram negativas para a pineno y 4 para (-)
B pineno, teniendo asi un mayor efecto sobre las primeras por parte de ambos

compuestos.

Las diferencias estructurales en la envoltura celular de ambos grupos bacterianos
vuelven a las cepas Gram positivas, mas sensibles al efecto de los aceites
esenciales que su contraparte negativa (Abdenour et al., 2011; Duarte et al.,
2012). La envoltura celular de las bacterias Gram negativas es mas compleja que
la de las Gram positivas; la presencia de una membrana externa es una de las
caracteristicas que diferencia a las primeras de las segundas (Nazarro et al.,
2013).

La baja sensibilidad de las cepas bacterianas Gram negativas a constituyentes de
los aceites esenciales y a los aceites mismos es atribuida a la presencia de la
membrana externa (ME) y a la unién de esta con la membrana interna (MI) por
lipopolisacaridos (LPS). Esta ME es impermeable, aunque no por completo, a
diversas moléculas lipofilicas que pueden atravesarla, lo cual vuelve a las
bacterias Gram negativas mas resistente a los aceites esenciales y otros extractos
naturales con actividad antimicrobiana (Nazarro et al., 2013).

La elevada actividad de a y (-) B pineno hacia las cepas bacterianas Gram
positivas se deben a que la pared celular no supone una resistencia hacia los
compuestos lipofilicos, lo cual le permitiria a ambos compuestos penetrar
facilmente a la célula y actuar tanto a nivel de pared celular y membrana, como de
citoplasma (Nazarro et al., 2013; Bakkali et al., 2007).

La informacion bibliografica de la actividad antimicrobiana de a pineno demuestra
que este compuesto presenta actividad antibacteriana sobre cepas Gram positivas
como Meticilina-resistente S. aureus (MRSA) (Cruz et al., 2014), S. aureus, S.
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epidermidis, Streptococcus pyogenes, S. pneumoniae (Medeiros et al., 2007) y
Bacillus subtillis (Wang et al., 2012).

La inhibicién de cepas Gram negativas por accion de a pineno se ha reportado en
E. coli, P. aeruginosa (Wang et al., 2012), Clostridium sporogenes, Citrobacter
freundii, K. pneumoniae, Proteus vulgaris y Salmonella pullorum (Dorman y Deans,
2000).

El efecto antimicrobiano de (-) B pineno no puede ser comparado con ningun otro
estudio ya que el unico antecedente en el que se mide la actividad de este
compuesto es el de Rivas y colaboradores en el 2012 donde reportan que los
enantiomeros negativos a y 3 pineno no son activos a concentraciones menores o
iguales a los 20 mg/mL. Este dato no concuerda con el presente trabajo, ya que en
(-) B pineno es activo sobre cepas Gram positivas y negativas, siendo incluso mas

activo que el a pineno a menores concetraciones.

La actividad de a pineno y (-) B pineno sobre cepas Gram positiva se dio
principalmente en el género Staphylococcus. En él se determinaron valores de
CMI entre los 2 y los 4 mg/mL. Esto concuerda con lo reportado por Rivas vy
colaboradores en el 2012, donde obtuvieron para MRSA una CMI de 4.150
mg/mL. Medeiros y colaboradores en el 2007 obtuvieron CMI| para 2 cepas de S.
epidermidis de 4 mg/mL. No obstante muchas cepas de S. aureus han sido
tratadas in vitro con a pineno mostrando CMI desde 5 mg/mL hasta 15 mg/mL.

Los rangos tan elevados y heterogéneos de concentraciones requeridas para
inhibir el crecimiento de diversas cepas de S. aureus sugiriere que el efecto
ejercido no solo depende del compuesto, sino también del microorganismo a
probar, lo cual dificulta predecir la susceptibilidad, no solo de una especie de
bacteria, sino de varias cepas de dicha especie contra un mismo aceite esencial o

constituyente de este (Duarte et al., 2012; Nazarro et al., 2013).

E. faecalis ha sido reportada como sensible y resistente en tratamiento con a
pineno; Dorman y Deans reportaron actividad sobre esta cepa a una

concentracion de 13 mg/mL. En contraste Sonboli y colaboradores en el 2006
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concluyeron que no se mostraba inhibicion de E. faecalis en concentraciones
iguales o menores a 15 mg/mL de a pineno a pesar de la sensibilidad mostrada en
el ensayo de Kirby-Bauer, no fue posible determinar la CMI ya que el rango de
ésta se encontraba por encima de los 4 mg/mL.

En la actividad de a y B pineno sobre bacterias Gram negativas como E. coli y P.
aeruginosa se han encontrado CMI desde 0.05148 mg/mL hasta 15 mg/mL (Wang
et al., 2012). Otros autores reportan actividad nula sobre estas y otras cepas Gram
negativas, a pesar de ello, el estudio de actividad antimicrobiana sobre este grupo
bacteriano es menor que el realizado sobre cepas Gram positivas.

La actividad mostrada por a pineno sobre K. pneumoniae ATCC 13883, S. enterica
ATCC 7251 y S. marcescens ATCC 14756 concuerdan con estudios previos
donde se midio la actividad o inactividad de varios componentes de los aceites
esenciales a una concentracion de 13 mg/mL, en él se reporta a K. pneumoniae y
Salmonella spp. con sensibilidad al tratamiento; asi mismo se muestra a S.
marcescens como una cepa resistente (Dorman y Deans, 2000).

La actividad mostrada por (-) B pineno sobre K. pneumoniae ATCC 13883, S.
enterica ATCC 7251 y S. marcescens ATCC 14756 en el presente estudio
concuerda con lo reportado por Dorman y Deans en el 2000 donde cepas del
mismo género y especie son inhibidas por 3 pineno. El trabajo sobre la actividad
antibacteriana realizado por estos autores muestran que B pineno fue activo contra
un mayor numero de cepas Gram positivas y negativas que a pineno, lo cual

concuerda con esta investigacion.

En las curvas de crecimiento de S. epidermidis se muestra un claro efecto
bacteriostatico por parte de a y (-) B pineno, esto quiere decir que inhibe la
multiplicacion bacteriana, la cual se reanuda una vez que la sustancia termina de
ejercer su efecto sobre la cepa bacteriana (Cordiés et al., 1998). Existe el
precedente de que a una concentracion de 18 mg/mL el a pineno tiene un efecto
bacteriostatico sobre S. aureus en las primeras 4 horas de exposicion (Medeiros et
al., 2007).
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Los aceites esenciales o sus constituyentes pueden tener uno o varios sitios diana
para atacar a la célula bacteriana (Nazarro et al., 2013). El efecto bacteriostatico
que genera a 'y (-) B pineno sobre S. epidermidis ATCC12228 y el comportamiento
de la curva nos dice que ambos compuestos tienen un par de sitios blanco

especificos.

Uno de los mecanismos de accion reportados para aceites esenciales vy
constituyentes de estos es la degradacion de la pared celular (Nazarro et al.,
2013) que en bacterias Gram positivas se encuentra en la zona mas externa. Es
sabido que los constituyentes de aceites esenciales tienen la capacidad de
interactuar con las diferentes envolturas celulares como la pared celular, ME y MI
(Abdenour et al., 2011). Es por ello que se propone que a y (-) B pineno estan
actuando sobre la pared celular de S. epidermidis, inhibiendo asi la multiplicacion
bacteriana.

Se ha reportado que la pérdida de la integridad estructural de células bacterianas
tratadas con constituyentes de los aceites esenciales puede ser causada por el
dano a la pared celular (Zengin y Baysal, 2014).

El efecto que ejerce el a y (-) B pineno puede ser similar al que causan las
penicilinas, las cefalosporinas y los B-lactamicos evitando la sintesis de
peptidoglicano, el proceso de transpeptidacion que une a las numerosas cadenas
de peptidoglicanos entre si (Piréz y Mota, 2008) o afectando al acido teicoico y
lipoteicdico, el cual se conoce que tiene la funcion de estabilizar la pared celular
de bacterias Gram positivas (Cordiés et al., 1998), con lo cual se generaria el
efecto bacteriostatico que se muestra en S. epidermidis.

Finalmente, se ha visto que muchas bacterias tratadas con hidrocarburos y
constituyentes de los aceites esenciales mostraron alteraciones en la pared celular
y demas envolturas celulares (Bakkali et al., 2007); en el caso de la pared se vio
una modificacion en la composicion de polisacaridos que produjo un cambio en la

naturaleza de la pared misma, pasando de una pared hidrofébica a una hidrofilica,
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generando una proteccion y barrera contra estos compuestos (Sikkema et al.,
1995).

La curva de crecimiento de V. cholerae muestra un claro efecto bactericida del a y
(-) B pineno a 30 y 60 minutos de iniciado el experimento respectivamente. Esto
concuerda con lo reportado por Duarte y colaboradores en el 2012 donde se
concluye que no existen bases completamente solidas para afirmar que las

bacterias Gram negativas son mas resistentes que las Gram positivas.

El potente efecto bactericida que ejercen a y (-) B pineno en V. cholerae sugiere
que los sitios blanco son numerosos y de gran importancia. De manera general, se
sabe que los principales mecanismos de accidn se relacionan con dafos fisicos y
alteraciones morfoloégicas en las membranas celulares y sus funciones (Duarte et
al., 2012; Zengin y Baysal, 2014).

Se ha propuesto que los aceites esenciales y sus constituyentes pueden
introducirse por difusién pasiva a través de la membrana externa y la membrana
citoplasmatica de bacterias Gram negativas; esta ultima presenta una baja
permeabilidad a compuestos polares, por lo cual a y (-) B pineno pueden penetrar
facilmente la bicapa lipidica y ejercer su efecto antibacteriano (Sikkema et al.,
1995; Gallucci et al., 2009).

También se ha postulado que los LPS anclados a la membrana externa e interna
pueden ser liberados para encapsular gotas de hidrocarburos y tratar de prevenir
el dano de éstos, pero a su vez, se incrementa la eficiencia de la transferencia en
masa de estos compuestos debido a los espacios libres que quedan de la
liberacion de estos LPS (Sikkema et al., 1995).

El efecto que causa a pineno sobre la célula bacteriana es dafar la integridad
celular e inhibir la respiracion, anular la accion de proteinas embebidas en la
membrana externa, asi como el transporte ionico dentro y fuera de la célula,

desembocando asi en la muerte celular (Duarte et al., 2012; Dai et al., 2013).
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a pineno puede aumentar la permeabilidad de la membrana celular,
incrementando asi el transporte de iones pequefios, afectando la estabilidad
membranal y produciendo la muerte celular de la bacteria mediante lisis; sin
embargo, se piensa que estos eventos no ocurren separados, Sino que son
activados en cascada, uno como consecuencia del anterior (Medeiros et al., 2007;
Miguel, 2010).

Las lesiones subletales a la membrana externa, la pérdida de la integridad,
aumento de la permeabilidad y creacion de poros por liberacion de LPS progresan
mas rapidamente que las ocurridas en la membrana citoplasmatica, afectando una

mayor proporcion de células sobrevivientes (Abdenour et al., 2012).

En relacion a la actividad antimicrobiana de a:, los resultados del presente
estudio sugieren efectos antagonicos o de indiferencia sobre la mayoria de las
cepas sensibles a los compuestos usados por separados.

Las interacciones sinérgicas o aditivas han sido vinculadas con compuestos de
estructura similar, compuestos fendlicos o que contengan alcohol en su estructura;
en contraste se han atribuido efectos antagonistas a la combinacion de un
compuestos no oxigenados y un hidrocarburos monoterpénicos oxigenados
(Bassolé y Juliani, 2012).

Un ejemplo de las posibles interacciones de indiferencia y antagonismo de a y 8
pineno (principales compuestos mayoritarios) con los constituyentes de aceites
esenciales puede verse en los aceites esenciales de S. hydrangea y S.
santolinifolia, ya que en algunos de los casos la CMI del aceite es mayor o igual
que la que tienen ambos compuestos puros (Sonboli et al., 2006) lo cual

concuerda con el comportamiento de a pineno, (-) B pineno y a:f3.

Las interacciones de indiferencia y antagonismo se dieron mayoritariamente en
cepas del género Staphylococcus. Efectos similares se han obtenido sobre
diversas cepas de Staphylococcus, Estreptococcus (Méndez et al., 2012; Gallucci
et al., 2009) y Bacillus (Gallucci et al., 2009) al utilizar los compuestos fendlicos
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carvacrol y timol, los cuales presentan una elevada actividad antimicrobiana y

comparten con a y (-) B pineno la caracteristica de ser estructuralmente similares.

Otra de las razones por las cuales se pudieron haber dado relaciones antagonicas
entre a y (-) B pineno es por su composicidon, ya que ambos son hidrocarburos.
Cruz y colaboradores en el 2014 realizé un trabajo de interaccidon entre a pineno y
limoneno sobre MRSA. Encontré que la mayor actividad antibacteriana se
presentaba con el a pineno puro. Identific6 un efecto antagdnico al mezclar
ambos compuestos y atribuyd este hecho a la presencia del limoneno, ya que éste
hidrocarburo presentdé menor actividad antimicrobiana que el a pineno al probarlos

por separado.

Los mecanismos de interaccion que producen antagonismo han sido pobremente
estudiados, no obstante algunos de ellos incluyen la combinacion de agentes
bactericidas con bacteriostaticos. Las interacciones quimicas dadas entre los
compuestos o el uso de compuestos que tienen sitios de accion similares o iguales
(Bassolé y Juliani, 2012). Esta ultima podria ser una de las razones por la cual el
tratamiento a:f mostr6 antagonismo, ya que las curvas de crecimiento de S.
epidermidis y V. cholerae mostraban un comportamiento muy similar al ser

tratados con a y (-) B pineno.

Las relaciones sinérgicas encontradas en las cepas K. oxytoca, E. coli, P.
aeruginosa y M. luteus sugiere que al mezclarse los compuestos utiizados en este
experimento, la actividad sobre cepas Gram negativas y positivas resistentes a los

compuestos separados aumenta.

Un efecto similar se observd en los aceites de S. santolinifolia donde K.
pneumoniae es inhibida por el aceite pero no por a y 3 pineno puros, los cuales se
identificaron como sus principales constituyentes (Sonboli et al., 2006).

En relacion a esto, Gallucci y colaboradores en el 2009 mencionan que el efecto
que pueden tener dos compuestos lipofilicos combinados puede ser sinérgico ya
que ambos son capaces de entrar a la membrana citoplasmatica, sin embargo,

uno puede facilitar la entrada del otro.
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Algunas hipétesis que se han planteado para explicar la actividad antimicrobiana
de la combinacién de dos constituyentes de aceites esenciales similares
estructuralmente en interaccion sinérgica son que el mecanismo antibacteriano de
ambos compuestos es diferente (actuan en diferentes sitios) o que el efecto
sinérgico ocurre solo cuando ambos compuestos inhiben a la cepa en cuestion
(Bassolé y Juliani, 2012).

Algunos de los mecanismos de accidon aceptados para las interacciones sinérgicas
son la inhibicibn secuencial de rutas bioquimicas, inhibicibn de enzimas
protectoras y el uso de agentes activos de la membrana celular para favorecer la
entrada de otro antimicrobiano, no obstante son pocos los estudios realizados
sobre el mecanismo de accion de las interacciones sinérgicas (Zengin y Baysal,
2014).

La relacion sinérgica de a y (-) B pineno sobre P. aeruginosa encontrada en la
presente investigacion representa un hecho muy importante ya que esta cepa es
causante de numerosas manifestaciones clinicas como meningitis, septicemia,
bacteriemia, neumonia necrotizante e infecciones pulmonares cronicas entre
otras. Ademas, es una bacteria comunmente aislada en equipo hospitalario y
resistente a una amplia gama de antibioticos, asi como a compuestos cuaternarios

de amonio presentes en los antisépticos (Romero, 2007).

P. aeruginosa presenta una resistencia innata al a pineno en concentraciones
superiores al 90%, cualidad que la ha llevado a ser aprovechada por la industria
quimica para la biotransfomacidon de este constituyente en derivados hidroxilados
naturales de alto costo (Castellanos et al., 2007).

Actividad antifungica
Hongos miceliados

En lo referente a la actividad antifungica, los tratamientos de a pineno, (-) B pineno
y a: no fueron activos contra ninguna de las cuatro cepas de hongos miceliados
probadas. Esto se debe a su resistencia innata hacia ambos compuestos. Tres de
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los cuatro hongos miceliados probados en los bioensayos son explotados en la
industria quimica por esta caracteristica tan peculiar, estos son utilizados para la
obtencion de compuestos naturales mediante oxidacion (Castellanos et al., 2007).

Tanto A. niger como el género Fusarium son utilizados para producir a-terpineol
(compuesto de gran importancia para la industria quimica) a partir de a pineno y
limoneno mediante biotransformacion (Castellanos et al., 2007); ademas A. niger
también puede transformar (-) B pineno y limoneno en a-terpineol (Rottava et al.,
2010). Estos organismos son buenos catalizadores debido a su resistencia
ambiental, quimica, su abundancia y por tener la capacidad de transformar
sustratos dificiles (Castellanos et al., 2007).

Algunos otros productos obtenidos del a pineno son el borneol, el fenchor, y el p-
mentano-1,8-diol, todos ellos de importancia y valor econdomico elevado; este
proceso se lleva a cabo por intereses meramente econdmicos, ya que el precio de
un producto natural puede ser increiblemente mayor a su analogo sintético
(Castellanos et al., 2007).

Hongos levaduriformes

La actividad antifungica sobre levaduras fue probada en tres especies de Candida
por ser el hongo patdbgeno mas comun en las enfermedades micdticas. Por su
parte, dentro de las muchas actividades que se le atribuyen a los pinenos se
encuentra la actividad antifungica (Rivas et al., 2012).

Por otra parte, la sensibilidad de las tres especies de Candida al tratamiento con a
y (-) B pineno coinciden con reportes anteriores donde se menciona que C.
albicans es la cepa mas sensible a ambos, mientras que C. tropicalis se muestra
como la mas resistente, pero aun asi sensible a los efectos de a y (-) B pineno
(lgara et al., 2005). Se sabe que C. tropicalis a diferencia de las demas especies
del género Candida forma un micelio verdadero y no un pseudomicelio (Romero,
2007). Esto podria influir en la accidn que ejercen a y (-) B pineno por tener que
inhibir a cada hifa formadora del micelio de C. tropicalis y no a una pseudohifa con
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segmentos conectados entre si, presentes en el pseudmicelio de las demas
especies de Candida (Forbes et al., 2009).

Estudios antifungicos contra C. albicans han mostrado valores de CM| de 3.125
mg/mL para a pineno y 0.187 mg/mL para 3 pineno (Rivas et al., 2012). Lo cual
sugiere que éste ultimo es mas efectivo que a pineno, lo cual concuerda con este
proyecto, ya que las CMI obtenidas para (-) B pineno son mas bajas que las de a

pineno.

La actividad antifungica de los compuestos evaluados ha sido probada contra
varias levaduras, no obstante se ha llegado a la conclusion de que 3 pineno es un
antifungico mas efectivo que a pineno, especialmente contra especies del género
Candida (Mercier et al., 2009).

La sensibilidad de C. albicans es elevada como se menciond anteriormente, no
obstante la cantidad que se requiere de a pineno para inhibir su crecimiento es
mayor que la que se requiere para C. glabrata por lo cual esta levadura se

determiné como la mas sensible.

En el ensayo de curva de crecimiento de C. glabrata se muestra un potente efecto
antifungico por parte de ambos compuestos, logrando inhibir a la hora de iniciado
el experimento a la concentracion de CBM. Rivas y colaboradores en el 2012
tuvieron un efecto similar al evaluar el efecto de a y 3 pineno sobre C. albicans en
una curva de crecimiento en la que el 99.9% de la poblacion fungica fue eliminada

en 60 minutos, mostrando asi que estos compuestos son fuertes fungicidas.

En un experimento similar se tiene registro de un efecto fungistatico de a y 3
pineno sobre C. albicans con una hora de duracion, posteriormente la poblacién
fungica fue eliminada en su totalidad (Igara et al., 2005). Esto coincide con el
comportamiento que presenta la 72 CMI, ya que este tratamiento es fungistatico
por 4 horas y posteriormente elimina a la poblacion de C. glabrata.

La curva de crecimiento de C. glabrata para ambos compuestos sugiere que las
estructuras dafadas por a y (-) B pineno son de gran importancia para la levadura,
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ya que el efecto fungicida fue muy acelerado; el mecanismo de accion propuesto
para las levaduras esta relacionado con la capacidad de inducir efectos tdxicos en
la estructura y funcion de la membrana (Mercier et al., 2009).

El método por el cual a y (-) B pineno pueden estar actuando es mediante el
incremento de la permeabilidad en la membrana citoplasmatica, la cual afecta el
ciclo de iones de Ca++ y otros canales ionicos, reduciendo asi el gradiente de pH
(Bakkali et al., 2007).

La subsecuente permeabilizacién de la membrana citoplasmatica producira muerte
celular, eliminando asi a dicha levadura (Duarte et al., 2012). En relacion a esto,
se ha visto que ambos compuestos también interfieren en la sintesis de ergosterol
(Bakkali et al., 2007), producen granulacion del citoplasma, inactivando y/o
inhibiendo la sintesis de enzimas (lgara et al., 2005).

En relacién al tipo de interaccion entre a y (-) B, los resultados muestran un efecto
antagonico sobre las cepas de Candida evaluadas, dado que los valores de CMI
determinados para todas las cepas son de 3.0 mg/mL.

Como se menciond anteriormente, tanto a como (-) B son capaces de afectar la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica de levaduras entre otras cosas;
posiblemente al tener ambos compuestos un sitio diana similar se produjo un

efecto antagonico de acuerdo con Bassolé y Juliani en el 2012.

Las interacciones entre constituyentes de aceites esenciales no han sido muy
estudiadas sobre levaduras. No obstante existen trabajos donde se reporta la
interaccion de constituyentes de aceites esenciales con algun medicamento

comercial.

La interaccidn de a y B pineno con anfotericina B fue probada sobre C. albicans,
Criptococcus neoformans y Rhizopus oryzonae. La interaccion obtenida para
todas las cepas fue de indiferencia entre los compuestos (Rivas et al., 2012), esto

probablemente se deba a que tanto la anfotericina B como el a y B pineno actuan
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afectando la permeabilidad de la membrana y por tener el mismo sitio de accion se
produjo una interaccion considerada como negativa (Bassolé y Juliani, 2012).

La interaccidon que se presenta entre los compuestos no solo depende de la
estructura y caracteristicas de los compuestos en si, en parte depende también
del microorganismo a probar. Anteriormente se menciondé una interaccion
antagonica entre a pineno y limoneno frente a una cepa de MRSA. No obstante
Tserennadmid y colaboradores en el 2011 obtuvieron una interaccion sinérgica de
esta misma combinacién al utilizarla para inhibir a Saccharomyces cerevisiae,
probando asi que el tipo de interaccion entre a y (-) B pineno sobre las diferentes
cepas bacterianas y fungicas depende en parte del microorganismo, ya que
muchas veces el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales o sus

constituyentes dependen en parte del organismo a probar (Gallucci et al., 2009).
Toxicidad general

El ensayo de toxicidad general de los tratamientos sobre el modelo de A. salina
nos muestra que el tratamiento de (-) B pineno es el menos toxico, seguido del a
pineno y finalmente el tratamiento a:f3.

La toxicidad del compuesto (-) B pineno no habia sido determinado con
anterioridad. El unico trabajo que se tiene sobre este compuesto es el efecto
cardiovascular de hipotension y taquicardia en ratas (Santos et al., 2011). Sin
embargo de acuerdo con el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia
para el Desarrollo (CYTED) este compuesto se cataloga como moderadamente
toxico por tener una CLsp de 484.446 pg/mL (Neira, 2005).

Los tratamientos restantes son los de toxicidad mas alta; de los tratamientos de a
pineno y a:B no se pudo obtener la CLsp ya que a la concentracion de 10 pg/mL
mas del 50% de los organismos no lograron sobrevivir. Esto sugiere que el valor
de la concentracion letal media de ambos compuestos se encuentra por debajo
de los 10 pg/mL. Esto nos permite catalogar a ambos tratamientos como
compuestos extremadamente toxicos de acuerdo con el CYTED (Neira, 2005).
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La toxicidad de a pineno ha sido determinada con anterioridad en tres lineas
celulares tumorales, a una concentracion de 1mg/mL este compuesto redujo la
viabilidad celular por debajo del 11%, probando asi un efecto citotéxico (Wang et
al., 2012). Esto concuerda en parte con nuestros resultados, ya que hace
referencia a la alta toxicidad que tiene el a pineno, ya que a la misma
concentracion no se tuvieron sobrevivientes de A. salina para los tratamientos de a

pineno y a:f3.

El compuesto a pineno es catalogado como una sustancia GRAS (Generalmente
Reconocida como Segura, por sus siglas en inglés) ya que fue probada en
macrofagos y células sanguineas a la concentracion de 15 mg/mL teniendo casi
nulos efectos toxicos (Da Franca et al., 2015). Este dato no concuerda con
nuestros resultados, ya que de acuerdo a la determinacion en el modelo de A.
salina, esta sustancia se catalogd como extremadamente toxica junto con el

tratamiento a:3 del cual tampoco se tenian datos de su toxicidad.

Por lo anterior, se recomienda realizar mas estudios de toxicidad de estos
compuestos sobre distintos modelos y no utilizarlos para productos comerciales
como saborizantes, ya que la toxicidad obtenida de a pineno (compuesto mas
explotado por diversas industrias) es elevada.
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Conclusiones

* La actividad antimicrobiana de a y (-) B pineno por separado es mayor
sobre bacterias Gram positivas.

» Las cepas mas sensibles a a y (-) B fueron Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 y Vibrio cholerae ATCC 39540.

* Ambos compuestos tuvieron actividad bacteriostatica en Staphylococcus
epidermidis y bactericida en Vibrio cholerae ATCC 39540.

* El tratamiento con a:B tuvo efecto sobre un menor numero de cepas Gram
positivas pero un mayor numero de cepas Gram negativas.

* La principal interaccién entre los compuestos frente a cepas bacterianas fue
de tipo antagonica y de indiferencia.

* Las relaciones sinérgicas se mostraron en P. aeruginosa, K. oxytoca, E. coli
y M. luteus teniendo inhibicion a 4 mg/mL.

* La actividad antifungica por parte de a y (-) B pineno se presentd sobre
levaduras pero no sobre hongos miceliados.

* La cepa fungica levaduriforme mas sensible a a y (-) B pineno fue C.
glabrata.

* ay (-) B pineno mostraron actividad fungicida sobre C. glabrata.

* La actividad antifungica de a: mostré un efecto de antagonismo en todas
las cepas de Candida.

* La toxicidad general de los compuestos clasificaron al a pineno y a: B como
extremadamente téxicos por tener una supervivencia de A. salina menor al
50% a 10 pg/ mL.

* El compuesto (-) B pineno fue clasificado como moderadamente toxico por
tener una CLs de 484.446 ug/ mL.
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APENDICES
APENDICE 1
Estructura quimica de los compuestos a y (-) B pineno

o pineno (-) B pineno

APENDICE 2
Método de difusiéon en agar Kirby-Bauer (Modificado de Koneman et al.
1996).

Este método es utilizado para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana
de los extractos y aceites esenciales, el método se describe a continuacion:

El agar Mueller-Hilton (MH) es el utilizado en ésta técnica, ya que promueve el
desarrollo de la mayoria de las cepas bacterianas clinicamente significativas; para
ello es importante que el medio de cultivo alcance un espesor uniforme de 4 mm
dentro de la placa, si este resultara ser mas fino las sustancias a evaluar tenderan
a difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas de
inhibicion; por el contrario, si el agar llega a ser de mas de 4mm de espesor
produce una mayor difusion del antibidtico hacia la parte baja, con tendencia a
estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.
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El inoculo se prepard tocado las superficies convexas de 4 o 5 colonias de
apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar, se sumergio el asa en
10 mL de caldo MH, se enjuago bien el liquido para descargar todo el material y
acto seguido se retird el asa de siembra. Posteriormente el caldo es incubado a
37°C durante un aproximado de 24 hora, o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estandar No. 0.5 de McFarland. Esto equivale a una concentracion
de aproximadamente 1.5x10® bacterias por mL.

El estandar 0.5 de McFarland se prepara afadiendo 0.5 mL. de cloruro de bario a
99.5 mL de acido sulfurico 0.36 N. La comparacion de turbidez entre el estandar y
el caldo con los organismos en estudio se pueden efectuar observandolos contra
una cartulina blanca con lineas negras horizontales o con un espectrofotometro a
660nm.

Si la suspension de organismos es menos turbia que la estandar, ésta se volvera a
incubar, por el contrario, si resulta ser mas turbia solamente se le agregara
solucion salina al 0.9% hasta igualar la turbidez. Una vez logrado se sumergira un
segundo hisopo estéril y seco en la suspension bacteriana y antes de retirarlos se
eliminara el exceso d liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del
tubo. Con este hisopo se inoculara la superficie de la placa de MH. El sembrado
se realizara mediante estrias en por lo menos tres direcciones dando vueltas a la

placa en angulos de aproximadamente 60° de cada estria.

Una vez seco el inoculo, la placa de agar MH esta lista para la aplicacion de las
muestras a las que se les evaluara la actividad antibacteriana. Para la aplicacion
de sustancias se utilizaran sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel
Whatman No. 5. Cada sensidisco se impregnara con 3.432 mg de la sustancia a

evaluar.

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustancias se colocan en la superficie del agar manualmente, utilizando una pinza

estéril.
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Como control positivo se evaluaron la sensibilidad de las cepas bacterianas con

sensidiscos impregnados con 25 ug de cloramfenicol.

Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad estas se
incubaron a 37°C sin mayor tensién de COs..

Para la interpretacion de resultados, las zonas de inhibicidn se miden con una
regla de calibracidn en mm, recordando que en todos los casos las pruebas se
realizaron por triplicado y se reportaran los valores promedio en mm % la

desviacion estandar.
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APENDICE 3

Técnica de macrodilucién en caldo (Método modificado por Koneman et al.
1996).

En el método de macrodilucién en caldo se utiliza para cada combinacién de
microorganismo/ antibiético una serie de tubos que habitualmente se preparan con

1mL de medio estéril sin antimicrobiano.

Para el inoculo se prepara una suspension bacteriana con un asa de siembra
estéril tocando las superficies convexas de 4 o 5 colonias de los microorganismos
a ensayar y se sumerge el asa en 10 mL de caldo MH, se enjuaga bien el liquido
para descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Se debe
incubar el tubo de cultivo a 37°C durante un aproximado de 24 hora, o hasta que
la turbidez del medio sea equivalente al estandar No. 0.5 de McFarland. Esto
equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5*108 bacterias por mL, de
este suspension se tomaran 0.1 mL y se le adicionaran 99.9 ml de solucion salina

al 0.9% obteniéndose asi una concentracion de 10° UFC/ml.

Al primer tubo se le agrega la concentracion mas alta de antimicrobiano junto con
1 mL de medio estéril y posteriormente se traspasa 1 mL. de esta solucion a otro
de los tubos, teniendo asi una dilucion a la mitad de la concentracion inicial del
antimicrobiano y dicha accién se repite tantas veces como diluciones se quiera
estudiar. Finalmente de la ultima dilucion se elimina 1 mL de medio para mantener
el volumen final homogéneo y para cada paso de diluciéon se debe emplear una
pipeta diferente.

Cada tubo se debe inocular con un volumen no mayor al 10% del volumen total, ya
que esto produciria un efecto de dilucion sobre el antimicrobiano, en caso de que
el volumen no exceda este porcentaje no es necesario tener en cuenta este

efecto; por lo cual cada tubo se inocula con 30 pL de esta suspensidon bacteriana.

Una vez inoculado el tubo, este se tapa y se incuba por 24 horas a 37°C; pasado
este tiempo se procede a leer los resultados del experimento. La CMI se define
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como la menor concentracion de antimicrobiano que a simple vista inhibe el

crecimiento del microorganismo estudiado.

Para interpretar el resultado se utiliza como referencia el tubo de testigo y se
compara la turbidez de los tubos, marcando como CMI el tubo que no presenta
turbidez.

Determinacién de la Concentracién Bactericida Minima (CBM):

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se
efectud la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema que el de
macrodilucion en caldo. Cuando la suspensidn inicial del microorganismo es
inoculada en los tubos de caldo, se toma una alicuota del tubo de control de
crecimiento inmediatamente después de ser sembrado, la cual se inocula en una
placa de agar MH para determinar el numero real de UFC del inoculo. Este
numero se obtiene al contar las colonias presentes luego de la inoculacion de la

placa de agar hasta el dia siguiente y por multiplicacion del factor de dilucion.

Luego de que se ha determinado la CMI se siembra una cantidad conocida del
inoculo (usualmente 0.1 mL) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no
presentan turbidez luego de la incubacion, en las placas de agar MH. El numero
de colonias que se desarrolla en estos subcultivos luego de incubar durante 18
horas se compara con el numero de UFC/mL de cultivo original. En aquellos tubos
que no presenten turbidez, se piensa que los microorganismos permaneceran
viables o bien, habran sido destruidos por el agente microbiano. Considerando que
incluso las drogas bactericidas no siempre esterilizan totalmente una poblacién
bacteriana, la minima concentracion del agente antibacteriano que permite
sobrevivir a menos de 0.1% del inoculo original se le denomina Concentracion
Bactericida Minima (CBM).
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APENDICE 4

Curva letal (Curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento) (Kubo et
al., 1993 citado en Avila, 1996).

Esta técnica consiste en una serie de pasos que consisten basicamente en:

Preparar y rotular un tubo con la solucion problema para muestreo desde el tiempo
cero y después a intervalos de dos hora, hasta las primeras ocho hora. A partir de

ese muestreo, se prepararan tubos para realizar lecturas cada seis horas.
Preparar y rotular un tubo sin antidoto que servira como control del desarrollo

Preparar el inoculo con aproximadamente 1*10® UFC/mL en un tubo de ensayo
con 10 ml de caldo MH (Concentraciéon bacteriana obtenida en un periodo de 12 a
18 horas de incubacion).

Inocular con ayuda de una micropipeta, 0.1 mL de la suspension de bacterias en
los tubos que contienen el antimicrobiano, el cual esta en una concentracion igual
a la concentracion bactericida minima y sus multiplos medios; esto sera la CMl y la
mitad de la CMI. La concentracion final debe ser aproximadamente de 1*10°
bacterias/ml de caldo en cada tubo. Se debera incubar en una estufa sin presién
de COz a 37°C.

Muestrear cada dos horas durante los primero cuatro tiempos (To-0, T1-1, T2-2, Ts-
3, T4-4), a partir del tiempo 5 se muestrea cada seis horas. Se realizan diluciones
para determinar las unidades formadoras de colonias en cada tubo, una vez

incubadas durante 24 horas a 37°C.

Se grafica el Logio del numero de sobrevivientes contra el tiempo para determinar

el numero de impactos necesarios para que se produzca la inactivacion.
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APENDICE 5

Método cuantitativo de inhibicion del crecimiento radial de hongos (Wang y
Bun, 2002).

En el ensayo contra hongos miceliados se llevd a cabo en cajas Petri, las cuales
contienen 20 ml de agar PDA con las siguientes concentraciones del compuesto
antimicrobiano: 4.0, 3.0, 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.06 mg/mL de o-
pineno y (-) B pineno respectivamente; se inocularon 5 mm de diametro del micelio
del hongo. Una vez realizado este procedimiento se incubaron las placas a 23°C.
durante 72 horas o hasta que el crecimiento miceliar se desarrollara. Como control
positivo se utilizaron sensidiscos impregnados con Ketoconazol a diferentes

concentraciones.

Finalmente se midié con una regla el crecimiento del hongo para calcular el

porcentaje de inhibicion, realizando todas las pruebas por triplicado.
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APENDICE 6
Método de toxicidad general (McLaghlin et al., 1991).

Este método se llevé a cabo con larvas Nauplio Il de A. salina (Leach), ubicando
10 organismos en frascos de vidrio transparente con 10 mL. de una solucién 0.5%
de NaCl; las concentraciones problema a ensayar fueron de 10, 100 y 1000
pg/mL.

El control negativo utilizado para disolver la muestra problema fue dimetilsulféxido
(DMSO), del cual se emple6 el mismo volumen en el que se disolvieron la

concentracion mas alta de aceite a evaluar.

Las larvas de A. salina se incubaron a una temperatura ambiente (23- 25°C)
durante 24 horas y se mantendran bajo la incidencia de luz blanca.

Una vez transcurridas las primeras 24 horas, se procedié a contar el numero de
sobrevivientes de cada tratamiento tomando en cuenta que el movimiento y

desplazamiento fueran iguales a los que presentaban el grupo control.

La CLsp se determind para cada extracto con la ecuacién de la recta sobre un
grafico que muestre el % de sobrevivencia contra la concentracion en pyg/mL, esto

a través de un analisis de regresion lineal.

La toxicidad general de los tratamientos se consider6 como extremadamente
toxico cuando la CLso se encontraba entre 1 y 10 pg/mL, altamente toxico si se
encontraba entre los 10 y 100 pg/mL, moderadamente téxico entre los 100 y 500
pg/mL, ligeramente toxico entre los 500 y los 1000 pg/mL, no toxico entre 1000 y
1500 pg/mL. y practicamente inocuo a concentraciones mayores a 1500 yg/mL. de
acuerdo con la CYTED (Neira, 2005).
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