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Resumen

La resistencia a antibioticos ha dirigido el interés cientifico al estudio de los productos
naturales como una posible herramienta terapéutica para ralentizar esta creciente amenaza
mundial. El farnesol y el farneseno han sido identificados como componentes del aceite
esencial o el extracto vegetal de numerosas especies que son utilizadas en la medicina
tradicional por sus propiedades farmacologicas. El objetivo de este estudio fue evaluar la
actividad antibacteriana, antibiofilm y sensibilizadora de resistencia del farnesol y farneseno.
La evaluacion cualitativa se realizo por la técnica de difusion en agar de Kirby-Bauer en 2
cepas bacterianas Gram-positivas (una de catadlogo y una multirresistente) y 2 cepas Gram-
negativas (una de catalogo y una multirresistente). Para la determinacién de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI), la Concentracion Bactericida Minima (CBM) y el efecto
sensibilizador se utilizé el método de microdilucion en agar. Ademas, se determing el efecto
antibiofilm de los productos naturales, asi como sobre la curva de crecimiento de un bacteria
Gram-positiva y una Gram-negativa, para finalmente, proponer un posible mecanismo de

accion mediante docking molecular.

El farneseno present6 actividad en todas las cepas bacterianas y, todas las combinaciones con
los compuestos presentaron actividad, exceptuando la combinacion con reserpina. Se
establecio la CMI del farneseno en 1.5 mg/mL en todas las cepas bacterianas. A
concentraciones subinhibitorias de farneseno (%2 CMI), se observo una inhibicion en la
formacion de biofilm superior al 30% en las cepas de S. aureus y superiores al 19% en cepas
de E. coli. La combinacién de farneseno con cefuroxima present6 la CMI mas baja en la
cepa de E. coli ATCC 25922 (CMI= 30 pg/mL); mientras que la combinacion de farneseno
con cefepima present6 la CMI més baja en la cepa E. coli MR 82 (CMI= 0.47 pg/mL).

El farnesol también presenté actividad en todas las cepas bacterianas y, todas las
combinaciones con los compuestos presentaron actividad en todas las cepas, exceptuando la
combinacion con reserpina. Se establecio la CMI del farnesol en >5 mg/mL en todas las cepas
bacterianas. A concentraciones subinhibitorias de farnesol (¥ CMI), se observé una
inhibicidn en la formacién de biofilm superior al 23% en las cepas de S. aureus y superiores

al 17% en cepas de E. coli. En la prueba de sensibilidad de resistencia, la combinacion entre



cada antibiotico y el farnesol obtuvieron los valores mas bajos de CMI (0.03 pg/mL

respectivamente) en la cepa S. aureus MR 23.

Los resultados mostraron que la actividad de los productos naturales por si solos es baja, sin
embargo, en combinacion con antibidticos aumentan su actividad potencialmente. Estos
resultados revelan el potencial antibacteriano, antibiofilm y sensibilizador de resistencia del
farneseno y farnesol para ser utilizados como una posible alternativa contra los procesos

infecciosos causados por cepas resistentes.

Introduccion

La introduccién de la penicilina y otros antibio6ticos en el mundo clinico, hace unos 79 afios,
resulté en una reduccidn significativa de la muerte por infecciones bacterianas salvando
millones de vidas. En consecuencia, se asumio que la alta mortalidad debida a enfermedades
infecciosas seria cosa del pasado. Desafortunadamente, las emergencias de resistencia
tardaron poco en ser publicadas siendo Abraham y Chain (1940) quienes describian por
primera vez a la penicilinasa, que degrada la bencilpenicilina, y confiere resistencia a la
penicilina. Desde entonces, el desarrollo de la resistencia se ha convertido en un factor
importante en la lucha contra las enfermedades infecciosas. (Andersson y Hughes, 2010).

La resistencia a los antibidticos es un ejemplo de la enorme capacidad de evolucién natural
y adaptacion de las cepas bacterianas a diferentes ambientes, utilizan su plasticidad genética
para resistir el ataque de los antibidticos a través de mutaciones, adquisicion de material

genético y alteracion de la expresion de su genoma (Sultan et al., 2018).

De esta manera, las bacterias que sobreviven al ataque de un antibi6tico se convierten en los
precursores de las proximas generaciones bacterianas, agravando aun mas el problema de la
resistencia. Una vez que se adquieren los genes de resistencia a los antibidticos, pueden
transmitirse de una bacteria a otra a través de procesos de division o por transferencia

horizontal de genes (Daubin y Szollosi, 2016).

Aunque este proceso parece inevitable, los humanos lo han acelerado a través de diversas

actividades antropogénicas; las causas detras del aumento en el nimero de cepas bacterianas



resistentes a los antimicrobianos en los Gltimos afios incluyen el mal uso de antibidticos en
humanos y animales, el control inadecuado de infecciones en hospitales y clinicas o la falta
de higiene y saneamiento, acompafiado de que el problema se agrava a medida que hay una

sequia en el descubrimiento de nuevos antibidticos (Hiltunen et al., 2017).

Entre las bacterias resistentes, Escherichia coli es el patdgeno bacteriano Gram-negativo méas
comdun, causando una amplia gama de enfermedades clinicas que afectan a todos los grupos
de edad. E. coli habita principalmente en el tracto intestinal inferior de los seres humanos y
otros animales de sangre caliente y se descarga al medio ambiente a través de las heces y las
plantas de tratamiento de aguas residuales (Berthe et al., 2013). Representa una coleccion
diversa de cepas bacterianas que generalmente son comensales, pero también incluye
patdgenos que causan una variedad de enfermedades humanas, lo que resulta en méas de 2

millones de muertes cada afio (Kaper et al., 2004).

Staphylococcus aureus es una de las principales causas de infecciones nosocomiales y el
agente etiologico de una amplia gama de enfermedades asociadas con una morbilidad y
mortalidad significativas. Algunas de las enfermedades mediadas por esta especie incluyen
endocarditis, osteomielitis, sindrome de shock tdxico, intoxicacion alimentaria e infecciones
de la piel, etc. Aquellas enfermedades que se deben a la colonizacion de dispositivos médicos
implantados son particularmente problematicas ya que proporcionan una ruta mas alla de las
defensas de barrera del cuerpo y una superficie para el crecimiento celular (Ando et al.,
2004). Esta capacidad de Staphylococcus spp. para adherirse y formar biopeliculas multicapa
en el tejido huésped y otras superficies es uno de los mecanismos importantes por los cuales

pueden persistir en estas enfermedades (Beenken et al., 2004).

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos asociados a la superficie incrustados
en una matriz polimérica extracelular autoproducida que son notoriamente dificiles de
erradicar y son una fuente de muchas infecciones recalcitrantes. Este modo de vida sésil
proporciona a los microbios incrustados en biopeliculas amplios nutrientes ambientales y
proteccion contra el aclaramiento fagocitico del huésped, lo que limita en gran medida la
capacidad del huésped para lidiar adecuadamente con la infeccion (Davey y O'Toole, 2000).
Sin embargo, una consecuencia mas importante del crecimiento de la biopelicula con

profundas implicaciones clinicas es la resistencia marcadamente mejorada a los agentes



antimicrobianos, donde se estima que los microorganismos asociados a la biopelicula son de

50 a 500 veces mas resistentes que sus contrapartes planctdnicas (Stewart y Costerton, 2001).

En vista de este escenario, la investigacion sobre terapias alternativas o complementarias a
los antibidticos tradicionales ha surgido con fuerza. Los productos antimicrobianos de origen
natural se han posicionado como compuestos de gran interés cientifico debido a su enorme
variedad quimica y propiedades intrinsecas que han impulsado su estudio como posible

herramienta terapéutica en los ultimos afios (Sultan et al., 2018).

Los productos naturales (PN) constituyen un grupo heterogéneo de entidades quimicas que
poseen diversas actividades bioldgicas con diversos usos en campos como la medicina
humana y veterinaria, la agricultura y la industria; una de las principales fuentes de PN
antimicrobianos son las plantas que desde su aparicion, han sobrevivido, evolucionado y
adaptado a todo tipo de ecosistemas y condiciones adversas desarrollando sistemas de
defensa complejos y eficaces frente a agresiones externas: depredadores, estrés abiotico y,

por supuesto, infecciones (Muthamilarasan y Prasad, 2013).

Dentro del grupo de productos naturales, los aceites esenciales forman un conjunto de
elementos con caracteristicas singulares que los hacen destacar en la industria farmacéutica,
cosmética y alimentaria. Son liquidos, volatiles, limpidos y raramente coloreados, solubles
en lipidos y en disolventes organicos con una densidad generalmente menor que la del agua.
Pueden ser sintetizados por todos los 6rganos vegetales, es decir, flores, hojas, tallos,
semillas, frutos, raices, madera o corteza, y se almacenan en células secretoras, cavidades,

canales, células epidérmicas o tricomas glandulares (Roohinejad et al., 2018).

Son mezclas naturales y complejas caracterizadas por un fuerte olor y estan constituidas por
metabolitos secundarios producidos por plantas aromaticas. Por lo general se obtienen por
arrastre de vapor o hidro-destilacion, método desarrollado por primera vez en la Edad Media
por los arabes y, desde entonces han sido ampliamente utilizados para aplicaciones
bactericidas, viricidas, fungicidas, antiparasitarias, insecticidas, medicinales y cosméticas;
especialmente hoy en dia en las industrias farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricola y
alimentaria (Duarte et al., 2018; Roohinejad et al., 2018).



En la naturaleza, desempefian un papel importante en la proteccion de las plantas como
antibacterianos, antivirales, antifungicos, insecticidas y también contra herbivoros
reduciendo su apetito por dichas plantas. También pueden atraer a algunos insectos para
favorecer la dispersion del polen y semillas, o repeler potenciales depredadores (Amer y
Mehlhorn, 2006a; 2006b).

Los aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que pueden contener entre 20 y
60 componentes a concentraciones muy diferentes. Se caracterizan por dos o tres
componentes principales a concentraciones bastante altas (20-70%) en comparacion con
otros componentes presentes en cantidades de trazas. Los componentes incluyen dos grupos
de origen biosintético distinto: el grupo principal estd compuesto por terpenos y terpenoides;
el otro de componentes aromaticos y alifaticos, todos caracterizados por bajo peso molecular
(Pichersky et al., 2006).

Los terpenos forman clases estructural y funcionalmente distintas, estan hechos de
combinaciones de varias unidades (5-carbon-base, Cs) llamadas isopreno. La biosintesis de
los terpenos consiste en la sintesis del precursor del difosfato de isopentenilo (IPP), la adicion
repetitiva de IPPs forma prenil difosfato, precursor de las diversas clases de terpenos; la
modificacion del prenil difosfato alilico por sintetasas especificas de terpenos forman el
esqueleto de terpenos y, por ultimo, hay modificacion enzimatica secundaria (reaccion redox)
del esqueleto para atribuir propiedades funcionales. Los principales grupos de terpenos son
los monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis) y terpenoides que se denominan asi a los
terpenos que contienen oxigeno en su estructura quimica (Cal, 2006; Pichersky et al., 2006).

El farnesol (C1sH260) es un compuesto organico natural, un alcohol sesquiterpeno aciclico
que se encuentra distribuido en ciertos aceites esenciales de la familia Lamiaceae (Bozin et
al., 2006; Bagci et al., 2019), Asteraceae, Poaceae (Duarte et al., 2005), Pittosporaceae

(Derengowski et al., 2009), por mencionar algunas (Eslahi et al., 2018).



El nombre farnesol fue asignado por ser identificado por primera vez en las flores de
Vachellia farnesiana (L.) Wight & Arn, conocidas como "acacia farnese", posteriormente el
sufijo "ol" se agreg6 porque el compuesto quimicamente es un alcohol (Trimble, 1885). Los
cuatro isomeros geométricos del farnesol se han encontrado en la naturaleza y estan
disponibles comercialmente: trans, trans-Farnesol (CAS 106-28-5, Fig. 1A), 2-trans, 6-cis-
Farnesol (CAS 3879-60-5, Fig. 1B), 2-cis,6-trans-Farnesol (CAS 3790-71-4, Fig. 1C) y cis,
cis-Farnesol (CAS 16106-95-9, Fig. 1 D); también esta disponible de manera comercial una
mezcla de los isomeros (CAS 4602-84-0) (Pereira et al., 2021).

(A) ©)
H3C Z Z P~ OH CH3; CHsz HiC
— H
CHs CHs CHs TR X o
trans,trans-Farnesol (CAS 106-28-5) 2-cis,6-trans-Farnesol (CAS 3790-71-4)
(B) D)
OHs  HC HaC ™ OH
_ OH SNA = -
HoC™ 9 CHy HsC
CH3 3 3
2-trans,6-cis-Farnesol (CAS 3879-60-5) cis,cis-Farnesol (CAS 16106-95-9)

Figura 1.- Representacion estructural de los diferentes isomeros geométricos del farnesol, asi como

sus cadigos de identificacion comercial.

Es una clase de compuesto producido naturalmente a partir del mevalonato, que forma parte
de la ruta biosintética de esteroles altamente conservados. Los componentes derivados de
esta via a menudo actian como moléculas de sefializacion que afectan la sintesis de lipidos,
la sintesis y degradacion de proteinas, el patrén de desarrollo, la meiosis y la apoptosis
(Semighini et al., 2006). Eslahi et al. (2018) sefialan que el farnesol se genera dentro de las
células mediante la desfosforilacion enzimatica del pirofosfato de farnesilo, compuesto que
juega un papel importante como precursor de la prenilacion de proteinas, una modificacion

de proteinas posterior a la traduccion.



El término farneseno (CisHo4) se refiere a un conjunto de seis compuestos sesquiterpenicos
estrechamente relacionados; a-farneseno y B-farneseno son isomeros que se diferencian por
la ubicaciéon de un doble enlace; a su vez, la forma a puede existir como cuatro
estereoisomeros que difieren acerca de la geometria de dos de sus tres enlaces dobles
internos. Por otro lado, el isdbmero B existe como dos estereoisdmeros sobre la geometria de

su doble enlace central (Dewick, 2009).

Al igual gque el farnesol, el farneseno tiene un origen a partir de la ruta biosintética del acido
mevaldnico, se han identificado varios isomeros en aceites esenciales de las familias
Lamiaceae (Bozin et al., 2006; Bagci et al., 2019), Lauraceae (Bruni et al., 2004), Meliaceae
(Hernandez-Bastidas et al., 2014), Asteraceae (Candan et al., 2003; Duarte et al., 2005),
Verbenaceae (Caroprese et al., 2011), Euphorbiaceae (Grajales-Conesa et al., 2016), entre
otras; atribuyéndoles propiedades antimicrobianas, atrayentes, sefializadoras, hormonales,
sefializacion de diversos grupos de artrépodos con una tendencia de realizar la polinizacién

en plantas estrictamente dioicas, etc.

El creciente interés en el estudio de los terpenos se asocia con su potencial aplicacion clinica,
por las principales razones de que los terpenos muestran diferentes propiedades bioldgicas,
que pueden ser Utiles en diferentes tratamientos de enfermedades que afectan a los sistemas
organicos, tales como: efectos antifungicos, antibacterianos, antivirales, antitumorales,

antiparasitarios, hipoglucémicos, antiinflamatorios y analgésicos (Paduch et al., 2007).

Ambos compuestos han sido descritos como ‘compuestos intermedios’ en la biosintesis por
distintas rutas de la mayoria de los sesquiterpenos, asi como componentes de aceites
esenciales y extractos vegetales con distintas propiedades farmacoldgicas, entre ellas
destacan sus efectos antimicrobianos, por lo que, este trabajo se enfoc6 en evaluar el
potencial antibacteriano de ambos productos naturales en cepas que presentan resistencia a

algunos antibidticos, y con ello poder identificar su posible mecanismo de accion.



Antecedentes

Actualmente no hay registros que evaluen las propiedades farmacologicas del farneseno. Por
otro lado, el farnesol ha sido investigado como un potencial antimicrobiano y algunos

ejemplos se encuentran resumidos en el Cuadro 1.

Cuadro 1.- Estudios realizados sobre las propiedades farmacoldgicas del farnesol.

Autores Resumen del estudio

Evaluaron las propiedades del farnesol sobre cepas de S.
aureus resistentes a meticilina. Con ensayos de
viabilidad, evaluacion de la formacién de biopeliculas y
pruebas de absorcién de bromuro de etidio, se demostrd
Jabra-Rizk et al., 2006 que el farnesol inhibe la formacion de biopeliculas y
compromete la integridad de la membrana celular.
También se encontr6 que en combinacion con
gentamicina hay sinergia entre los compuestos y son
capaces de reducir las poblaciones bacterianas.
Evaluaron el efecto del farnesol en combinacion con
antibidticos p-lactamicos contra cepas resistentes a
antibidticos encontrando que tiene una actividad
Kim et al., 2018 antibacteriana pobre por si mismo, pero potencia las
actividades de la ampicilina y la oxacilina contra las
cepas de S. aureus (incluida la S. aureus resistente a la
meticilina).
Evaluaron la CMI del farnesol contra 31 cepas
bacterianas Gram-positivas y Gram-negativas y 4
] especies del género Candida encontrando que soélo las
Pereira et al., 2021
especies Gram-positivas presentaron susceptibilidad al
tt-farnesol. También se observd que tt-farnesol inhibid

la formacion de biofilm, especialmente en cepas de S.



aureus resistentes a la meticilina (SARM), a
concentraciones que oscilaron entre 2 ug/mL y 128
ug/mL. Ademés, en el estudio de acoplamiento
molecular, la molécula de tt-farnesol demostré una
notable afinidad de union con importantes proteinas
involucradas en la produccion de biopeliculas, como las

proteinas IcaA y Srt.

Justificacion

El uso excesivo y con frecuencia empirico de los antibidticos para el tratamiento de diferentes
situaciones clinicas ha conducido a modificaciones de la ecologia, morfologia y fisiologia
bacteriana, atribuyéndoles caracteres que les han permitido evadir, combatir o diseminar los
mecanismos de accion de los antibidticos mas empleados en la medicina moderna. Por lo que
es importante el evaluar el potencial antibacteriano de compuestos presentes plantas

medicinales en cepas multirresistentes.

Objetivos

General

e Evaluar la actividad antibacteriana del farnesol y el farneseno frente a cepas de E.

coli y S. aureus resistentes a cefuroxima y cefepima.
Particulares

e Analizar bibliografia enfocada en estudios de propiedades farmacologicas
relacionadas con el farnesol y farneseno.
e Evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de cada uno de los productos

naturales, compuestos y sus mezclas (producto natural + cefuroxima o cefepima).



e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM) de cada uno de los productos naturales.

e Determinar el efecto antibiofilm del farnesol y farneseno.

e Determinar la sensibilizacion de la resistencia a los antibidticos del farnesol y
farneseno.

e Determinar el efecto de los productos naturales sobre la curva de crecimiento de una
bacteria Gram-positiva y una Gram-negativa.

o Identificar el posible mecanismo de accion de los productos naturales mediante

docking molecular.

Materiales y Métodos

1.- Andlisis bibliografico

Se realizé una busqueda de articulos enfocados al estudio de “Propiedades farmacologicas
de aceites esenciales, extractos vegetales o compuesto puro del farnesol y el farneseno”
utilizando bases de datos electronicas como Elsevier, SCIELO, Wiley Online Library,
ResearchGate, ACS Publications, NCBI, etc. Para la busqueda se utilizaron las palabras

clave: farnesol, farneseno, aceite esencial, extracto vegetal y sesquiterpeno.

Se seleccionaron los articulos que cumplieron con los siguientes criterios: 1) Si se trataba de
la evaluacion de un aceite esencial o extracto vegetal, que en la identificacion de su
composicion quimica estuviera presente, por lo menos, uno de los dos compuestos en estudio;
2) Si se trataba del compuesto puro, se indicara de manera precisa la procedencia del

compuesto.

Se construy6 un catalogo bibliografico (Apéndice 1) y una base de datos en una hoja de
calculo del programa Microsoft Excel, a partir de los criterios relacionados con los estudios
seleccionados de los cuales se obtuvieron los datos de afio, autor, pais, base de datos, tipo de

evaluacion (Compuesto puro o aceite esencial/extracto vegetal), familia vegetal y aporte.
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Para el analisis de los datos obtenidos de los articulos se realizé una tabla dinamica para la
facil agrupacién de los datos en tablas y graficas, presentando un analisis mas claro de la

informacion recolectada.
2.- Obtencidn de los compuestos

Los productos naturales farnesol (CAS 4602-84-0) y farneseno (CAS W383902); asi como
los compuestos acido clavulanico (CAS 61177-45-5), reserpina (CAS 50-55-5), cefuroxima
(CAS 56238-63-2) y cefepima (CAS 123171-59-5), se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Apéndice 2).

3.- Bioensayos

Los microorganismos que se utilizaron para evaluar la actividad antibacteriana fueron los

siguientes:
Bacterias Gram positivas

e Staphylococcus aureus ATCC 29213

e Staphylococcus aureus MR 23, cepa multirresistente aislada de un caso clinico
donada por el laboratorio de andlisis clinicos de la CUSI de la FES lztacala
(UNAM).

Bacterias Gram negativas:

e Escherichia coli ATCC 25922
e Escherichia coli MR 82, cepa multirresistente aislada de un caso clinico donada
por el laboratorio de analisis clinicos de la CUSI de la FES Iztacala (UNAM).

4.- Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

Para la evaluacién cualitativa de la actividad antibacteriana de los compuestos se utilizo6 la
técnica de difusion en agar de Kirby-Bauer (Koneman, 1996). Se impregnaron sensidiscos
con 15 pg/disco de cada compuesto [Acido clavulanico, reserpina, cefuroxima y cefepima]
y con 4 pL/disco de cada producto natural [3.548 mg de farnesol (PN1) y 3.252 mg de

farneseno (PN2)]. De igual manera se evaluaron combinaciones de los compuestos con los
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productos naturales [Acido clavulanico + PN1y PN2; reserpina + PN1y PN2; cefuroxima +
PN1 y PN2; y cefepima + PN1 y PN2]. Como control positivo se utilizaron sensidiscos
impregnados con 25 ng de cloranfenicol. Cada bioensayo se realiz0 por triplicado en placas
de agar Mueller-Hinton (Apéndice 3).

5.- Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida minima (CBM) se
determinaron por medio de la técnica de microdilucion en caldo (Picazo, 2000). Se utilizaron
concentraciones de 5 a 0.125 mg/mL de los productos naturales. Como control positivo se
utilizé cloranfenicol a diferentes concentraciones. Los bioensayos se realizaron por triplicado
(Apéndice 4).

6.- Determinacion del efecto antibiofilm

La evaluacién del efecto antibiofilm se llevo a cabo por el método propuesto por Gomez-
Sequeda y colaboradores en 2020, en el cual se evaluaron la %2 CMI, CMI y CBM de los
productos naturales, ademas de un testigo; y se midio la absorbancia a 595 nm en un lector

ELISA de microplacas. Cada ensayo se realiz6 por triplicado (Apéndice 5).

7.- Determinacion de la sensibilizacion de resistencia a
antibioticos

La evaluacion del efecto sensibilizador de los productos naturales a la resistencia a
antibioticos se llevé a cabo por medio de la técnica modificada de microdilucién en caldo
(Picazo, 2000). Se utilizaron concentraciones de 120 a 0.03 pg/mL de los antibioticos en

mezcla con una concentracion subinhibitoria (*2 CMI) de 50 puL/mL de los productos

naturales (Apéndice 6).

8.- Efecto de los productos naturales y sus mezclas sobre la curva

de crecimiento bacteriano

La evaluacion del efecto de los productos naturales y las combinaciones mas activas sobre

las curvas de crecimiento se llevo a cabo por el método propuesto por Kubo y colaboradores
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en 1996 (modificado por Avila en 1996), en el cual se evaluaron 2 cepas bacterianas
multirresistentes y 2 cepas de catalogo frente a las CMI’s de los productos naturales, los
antibiodticos y la combinacion mas activa entre estos dos anteriores, ademas de un testigo;
contabilizando el nimero de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) en 24 horas divididas

en 7 tiempos (Apéndice 7).
9.- Analisis de resultados

A los resultados obtenidos de los bioensayos de la actividad antibacteriana se les realizé un
analisis de varianza (ANOVA) multifactorial, siendo los factores: tratamientos (cada uno de
los compuestos y sus mezclas) y las cepas microbianas (Durén et al., 2004).

10.- Docking molecular

El docking molecular se realiz6 mediante el uso del software AutoDock 4.2, la cristalografia
de las estructuras de las proteinas involucradas en la resistencia se obtuvo del Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb) de los trabajos de Celiay Chen (1992) y, de Oliver y Paetzer

(2008). La estructura de los productos naturales y los compuestos se obtuvieron del PubChem

database (https://pubchem.nchi.nlm.nih.qgov/).

Resultados
Analisis bibliografico
e Tendencias bibliograficas

Se seleccionaron 15 articulos para el estudio sobre las propiedades farmacoldgicas
relacionadas con los compuestos farnesol y farneseno, todos ellos publicados en revistas de

circulacién nacional o internacional.
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Los trabajos seleccionados de la busqueda se ubicaron en 7 bases de datos. La base de datos
con el mayor numero de articulos seleccionados fue Elsevier con el 36% de las publicaciones,
seguido por ResearchGate con un 29% y finalmente NBCI con un 14% (Figura 2).

Publicaciones por base de datos

7%

7%

7%.

14%

36%

29%

= Elsevier = ResearchGate = NBCI = ACS Publications = Wiley Online Library = RIULA

Figura 2.- Frecuencia de articulos publicados por base de datos.

Los trabajos seleccionados fueron publicados entre los afios 2000-2019 (Figura 3), con mayor

incidencia de publicacion en los afios 2004, 2006 y 2016.

Publicaciones por afio

0
20002001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Figura 3.- Frecuencia de trabajos publicados entre 2000 y 20109.
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En relacion con la cantidad de articulos publicados respecto al pais, se determiné que el pais
con mayor numero de publicaciones del tema evaluado es Turquia con el 20%, seguido por
Brasil y Estados Unidos con el 13% cada uno, los demas paises cuentan con una publicacion
cada uno (Figura 4).

Publicaciones referentes al farnesol y al farneseno

Articulos
3

| I .
0

Con tecnologia de Bing
GeoNames, Microsoft, Navinfo, TomTom, Wikipedia

Figura 4.- Frecuencia de publicaciones por pais.
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En cuanto al tipo de evaluacion, se observo que un 47% de los estudios evaluaron el
compuesto puro, mismo porcentaje que refleja la cantidad de trabajos que evaluaron al
farnesol, siendo este compuesto cominmente evaluado de manera individual; mientras que
los trabajos restantes (53%) evaluaron aceites esenciales de distintas especies y familias de
los cuales, presentaban en distinto porcentaje y forma al farneseno y en pocas ocasiones, al

farnesol (Figura 5).

Tipo de evaluacién

47%
53%

= Compuesto puro = Aceite esencial

Figura 5.- Porcentaje de publicaciones por su tipo de evaluacion.

e Actividad antimicrobiana

Inoue et al. (2004) evaluaron los efectos antibacterianos de 3 terpenos en S. aureus, entre
ellos el farnesol; con analisis de toxicidad y midiendo la fuga de iones K* por la membrana
celular, el cual se ha identificado como el principal mecanismo de accién de los terpenos.
Observaron que el farnesol era el compuesto con mayor actividad antibacteriana, asi como el
mas toxico dafiando la membrana celular dejando libres a los iones K* interfiriendo
directamente en la bomba sodio — potasio, asi como en la traduccion en la sintesis de proteinas
y, consecuentemente, ocasionando la inhibicién del crecimiento en las cepas. Este estudio
igual demostr6é que la medicion de iones K* es un método efectivo para correlacionar la
inhibicidn bacteriana de compuestos hidrofobicos. Igualmente apoya la actividad sinérgica
de los terpenos con otros compuestos ya que cuando se evalla un aceite esencial, éstos

16



compuestos actan como un medio de entrada para otras moléculas que no pueden atravesar

ni atacar la membrana celular.

Resultados similares obtuvieron Constantino y colaboradores en 2016, quienes sometieron a
estudio la actividad antibacteriana antiestafilococica del farnesol sobre superficies de
TisAlsV, la cual es una aleacion de titanio implantado en seres vivos, observando que una
aguja impregnada con 30 mM de farnesol reducia en un 74% el desarrollo bacteriano en los
fémures de rata, concluyendo que este compuesto disminuye la tasa de colonizacion de S.

aureus.

Semighini et al. (2006) observo la actividad del farnesol secretado por C. albicans sobre el
hongo Aspergillus nidulans, encontrando que ademas de su funcion de deteccién de quérum
que regula la morfogénesis, también es empleado por C. albicans para reducir la competencia
de otros microbios por medio de la desencadenacion de rasgos morfologicos caracteristicos
de la apoptosis; experimentos adicionales sugieren que las mitocondrias y las especies
reactivas de oxigeno (ROS) participan en la apoptosis inducida por farnesol. Especificamente
reportan que el farnesol no bloquea la formacion del tubo germinativo en este hongo, sin
embargo, causa apoptosis de una manera que depende de la funcion mitocondrial, la

produccién de ROS vy las sefiales de la proteina G heterotrimérica.

Posteriormente, Semighini et al. (2008) utilizando como antecedente principal al articulo
anterior, demostraron que los efectos del farnesol sobre Fusarium graminearum se
asemejaban a los que se caracterizaron previamente en A. nidulans (Semighini et al., 2006).
El tratamiento de F. graminearum con farnesol en medio liquido desencadend rasgos
morfolégicos caracteristicos de la apoptosis como la condensacion nuclear, la fragmentacion
del ADN vy la produccion de ROS de forma mitocondrial dependiente. Ademaés, también se
encontraron efectos similares en medios solidos, condiciones en las que el farnesol inhibe el
crecimiento y desarrollo de A. nidulans y F. graminearum, apoyando la hipétesis de que
ciertos hongos secretan farnesol como C. albicans, por ejemplo, para competir e inhibir el

desarrollo de otros microorganismos.

Bajo la misma linea de investigacién, en 2009, Derengowski y colaboradores evaluaron el
efecto del farnesol sobre el crecimiento de Paracoccidioides brasiliensis con el objetivo de

identificar el mecanismo de accion de este compuesto como referencia de que es producido
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y secretado por C. albicans encontrando que: el farnesol actia como un potente agente
antimicrobiano contra P. brasiliensis y que, su actividad fungicida contra este patdgeno
probablemente esté asociada a la degeneracion citoplasmética. También se observo que
cuando la concentracion del farnesol es demasiado baja para eliminar al microorganismo, en

P. brasiliensis retarda el desarrollo del tubo germinativo.

Por otra parte, Bruni et al. (2004) en la evaluacion de las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas del aceite esencial de Ocotea quixos determinaron que dentro de su
composicion quimica se encuentra el farneseno en un porcentaje de 0.1, sugiriendo que actta
como molécula moderadora de la actividad de otras mas abundantes. El aceite ejercié una
capacidad relativamente buena para actuar como un donante no especifico de atomos de
hidrogeno o electrones cuando se comprobd mediante el ensayo de difenilpicrilhidrazilo,
apagando el 52% de los radicales. También se comprobd la actividad antibacteriana del aceite
esencial frente a cepas Gram-positivas (Enterococcus foecalis, S. aureus) y Gram-negativas
(E. coli, P. aeruginosa) al presentar un CMI de 0.24, 0.12, 0.12 y 0.049 mg/mL
respectivamente. El aceite también mostr6 una actividad antifingica dependiente de la dosis
contra C. albicans (CMI 0.024 mg/mL), Saccharomyces cerevisiae (CMI 0.024 mg/mL), el
fitopatogeno Pythium ultimum y el dermatofito Trichophyton mentagrophytes a una
concentracion de 500 pg/mL se detiene el desarrollo en un 80 y 100% respectivamente.

Otros estudios con resultados similares son los presentados por Candan et al. (2003), Duarte
et al. (2005) y Ozcan y Chalchat (2007).

Candan et al. (2003) confirmaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial metanoico
de la especie Achillea millefolium sobre cepas de Streptococcus pneumoniae, Clostridium
perfringens, C. albicans, Mycobacterium smegmatis, Acinetobacter Iwoffii y C. krusei,
extracto en donde se encontraba el compuesto B-farneseno en un porcentaje de 0.3%; dicho
aceite ha sido empleado en la medicina tradicional como cicatrizante de heridas, diurético,

carminativo y regulador menstrual.

Duarte et al. (2005), dentro de su evaluacién de actividad anti-Candida de plantas
medicinales brasilefias, aportaron dos nuevos registros de componentes para dos distintas
especies: identificaron, en el aceite esencial de Anthemis nobilis, al trans-p-farneseno en un

porcentaje de 2.84%, a dicho aceite se le atribuyen propiedades antiespasmodicas y

18



digestivas. El segundo registro corresponde a la identificacion en el aceite esencial de
Cymbopogon martini del compuesto E-E-farnesol, dicho aceite ha sido empleado como
antiséptico y repelente natural de mosquitos.

Ozcan y Chalchat (2007) reportan que el aceite esencial de las semillas de la zanahoria
(Daucus carota L.) presenta en su composicion quimica tres isbmeros del farneseno: en el
aceite esencial puro se presenta (Z, Z)-oa-farneseno en un 5.86% y Z-a-farneseno en un
0.19%, sin embargo, en el aceite comestible se presenta el isomero E-B-farneseno en un

0.47%; a dichos aceites se les han atribuido propiedades diuréticas.

Contrariamente a estos estudios, Hernandez-Bastidas et al. (2014) evaluaron la composicién
del aceite esencial de Guarea guidonia donde los mayores porcentajes pertenecen a la
mayoria de los isdmeros del farneseno correspondientes a (Z)-p-farneseno, (E)-B-farneseno,
a-farneseno, (E)-(2)-farneseno y (E)-(E)-farneseno en una proporcion de 29.1, 10.3,1.3,6 'y
3.5%. Este trabajo demuestra la diversidad de la composicidn de los compuestos en la misma
especie ya que en todos los antecedentes utilizados, en ninguno hay presencia abundante de
algin isémero de farneseno, representando que se trata de un compuesto que se da en algun

tipo de estrés o sdlo en condiciones especificas de clima favorable.

Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana

Los resultados obtenidos en las evaluaciones cualitativas de la actividad antibacteriana se

muestran en el Cuadro 2.

Cuadro 2.- Actividad antibacteriana cualitativa de los diferentes compuestos.

S. aureus S. aureus E. coli E. coli

Compuestos
ATCC 29213 MR 23  ATCC 25922 MR 82

Compuestos puros

Farneseno (PN1) 7.0£0.0 7.0£0.0 6.0£0.0 6.0£0.0
Farnesol (PN2) 6.0£0.0 6.0£0.0 7.0£0.0 6.0£0.0
Control positivo

22.0£0.0 22.0£0.0 22.0£0.0 22.0£0.0
(Cloranfenicol)
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Cefepima 20.0£0.00 NA NA NA

Cefuroxima NA NA NA NA
Acido clavulanico 6.0+0.0 NA NA 6.0+0.0
Reserpina NA NA NA NA

Combinaciones con farneseno

PN1 + Control positivo
_ 22.0£0.0 22.0£0.0 22.0+0.0 22.0+0.0
(Cloranfenicol)

PN1 + Cefepima 20.0£0.0 10.0+0.0 7.0+0.0 10.0+0.0
PN1 + Cefuroxima 22.0£0.0 6.0+0.0 6.0+0.0 9.0£0.0
PN1 + Ac. clavulanico 7.0£0.0 8.0+0.0 6.0+0.0 9.0+0.0
PN1 + Reserpina NA NA NA NA

Combinaciones con farnesol

PN2 + Control positivo
_ 22.0+0.0 22.0+0.0 22.0£0.0 22.0£0.0
(Cloranfenicol)

PN2 + Cefepima 6.0£0.0 7.0£0.0 7.0£0.0 6.0£0.0
PN2 + Cefuroxima 20.0+0.0 9.0+£0.0 6.0£0.0 6.0£0.0
PN2 + Ac. clavulanico 6.0£0.0 6.0£0.0 6.0+0.0 6.0+0.0
PN2 + Reserpina NA NA NA NA

Halos de inhibicion en mm. Se reporta la media y la desviacién estandar de 3 repeticiones.
Concentraciones (por disco): Control (+) = cloranfenicol 25 g, cefuroxima 15 g, cefepima 15 ug,

reserpina 15 ug, acido clavulanico 15 pg, farnesol y farneseno 4 uL. NA= sin actividad.

Como se puede observar, en la mayoria de los casos los antibidticos puros no presentaron
actividad o la actividad fue baja tanto en cepas Gram-positivas como Gram negativas, sin
embargo, se puede observar que los productos naturales si presentaron actividad en todas las
cepas. Por otro lado, se observa como en todas las combinaciones de los antibioticos y los
productos naturales hay actividad en todas las cepas bacterianas exceptuando las

combinaciones con reserpina.
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Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

Una vez evaluada la actividad antibacteriana cualitativa de los compuestos puros y en
combinaciones, se procedio a determinar la CMI y la CBM, observandose los resultados

obtenidos en el Cuadro 3.

Cuadro 3.- Resultados de la evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana.

Compuestos S. aureus S. aureus E. coli E. coli
ATCC 29213 MR 23 ATCC 25922 MR 82
Farneseno
CMI 15 15 15 15
CBM 4 5 5 5
Farnesol
CMI >5 >5 >5 >5
CBM >>5 >>5 >>5 >>5

Las concentraciones presentadas para CMI'y CBM estan representadas en mg/mL.

El farneseno presentd una CMI igual en todas las cepas evaluadas, esto sugiere que una
concentracion de 1.5 mg/mL de farneseno, se inhibe drasticamente el crecimiento bacteriano

en poblaciones de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas de catalogo y resistentes.

Con respecto a las CBM’s, en casi todas las cepas evaluadas fue de 5 mg/mL, exceptuando
la cepa de S. aureus ATCC 29213 la cual presentd una CBM de 4 mg/mL. Esto sugiere que
se requieren esas concentraciones para poder eliminar el 99.9% de la poblacion bacteriana.

De igual manera, el farnesol present6 la misma CMI para todas las cepas evaluadas, siendo
una concentracion mayor a 5 mg/mL la que inhibe drasticamente el crecimiento bacteriano
de las cepas evaluadas. Se determino que la CBM de farnesol para todas las cepas evaluadas

era de una concentraciéon mucho mayor a 5 mg/mL.
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Evaluacion del efecto antibiofilm

Una vez determinadas las CMI’s y las CBM’s de los productos naturales, se evalud su

actividad antibiofilm. Los resultados se observan en las Figuras 6y 7.
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Figura 6.- Efecto antibiofilm del farneseno. Se presentan las medias de las tres repeticiones de los
porcentajes de inhibicidn de la formacion de biofilm.

Se puede observar que a una concentracion subinhibitoria de farneseno (Y2 CMI) hay un
porcentaje de inhibicién en bacterias Gram-positivas del 44% en la cepa de catalogo y del
31% en la cepa resistente; y al evaluar la CBM, el porcentaje se eleva al 68% de inhibicion

en la cepa de catalogo y al 58% de inhibicidn en la cepa resistente.

Por otro lado, respecto a las bacterias Gram-negativas se observé gque a una concentracion
subinhibitoria de farneseno (%2 CMI) hay un porcentaje de inhibicion del 19% en la cepa de
catadlogo y del 24% en la cepa resistente; y al evaluar la concentracion bactericida minima, el
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porcentaje se eleva al 59% de inhibicion en la cepa de catalogo y al 45% de inhibicién en la

cepa resistente.

Y, MIC mMIC mCBM
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Figura 7.- Efecto antibiofilm del farnesol. Se presentan las medias de las tres repeticiones de los

porcentajes de inhibicién de la formacion de biofilm.

Por otra parte, se determind que a una concentracion subinhibitoria de farnesol (*2 CMI) hay
un porcentaje de inhibicion en bacterias Gram-positivas del 23% en la cepa de catalogo y del
25% en la cepa resistente; y al evaluar la CBM, el porcentaje se eleva al 32% de inhibicién

en la cepa de catalogo y al 35% de inhibicion en la cepa resistente.

Asimismo, al evaluar la %2 CMI en bacterias Gram-negativas, se observd una inhibicién en
la formacion del biofilm del 20% y del 17% en la cepa de catdlogo y la resistente
respectivamente; en cuanto se aumentd la concentracion a la determinada en CBM, se

observo una inhibicion del 43% y del 31% respectivamente.

Evaluacion del efecto sensibilizador de resistencia

Por ultimo, se evalud el efecto sensibilizador de los productos naturales por medio de la
determinacion de la CMI y la CBM en combinacién con los antibioticos susceptibles a la

resistencia. Los resultados se muestran los Cuadros 4 y 5.
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Cuadro 4.- CMI’s y CBM de los antibidticos puros y en combinacion con el farneseno.

Tratamiento CMI CMI del CMl de la CBM de la
antibidtico PN combinacion  combinacion
Cefuroxima
S. aureus
ATCC 29213 15 pg 1.5mg 15 pg 30 ug
S. aureus
MR 23 15 pg 1.5mg 15 pg 30 g
E. coli
ATCC 25922 120 ug 1.5mg 30 ug 60 ug
E. coli
MR 82 120 pg 1.5 mg 120 pg 240 pg
Cefepima
S. aureus
ATCC 29213 0.9 ug 1.5mg 0.9 ug 1.8 ug
S. aureus
MR 23 0.9 ug 1.5mg 0.9 ug 1.8 ug
E. coli
ATCC 25922 0.9 ug 1.5mg 0.9 ug 1.8 ug
E. coli
MR 82 0.9 ug 1.5mg 0.47 ug 0.94 ug

Las concentraciones de todos los compuestos son expresadas en 1 mL de solucion.

Del cuadro anterior se destaca que la CMI de la combinacion entre la cefuroxima y el
farneseno disminuyd 4 veces en su valor con respecto al efecto del antibidtico por si solo, de
un valor de 120 pg/mL disminuyo a 30 pug/mL, de igual manera se observa un valor bajo de
CBM que corresponde a 60 pg/mL.

Por otro lado, con respecto al efecto con la cefepima, la cepa de E. coli resistente se puede
observar como la combinacidn entre el antibiotico y el producto natural disminuy6 la CMI

de 0.9 pg/mL a 0.47 pg/mL, lo que corresponde a poco mas de la mitad del valor original; se
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igual manera se observa una CBM con un valor de 0.94 pug/mL, un valor similar a la CBM

del antibiotico puro.

Cuadro 5.- CMI’s y CBM de los antibidticos puros y en combinacién con el farnesol.

Tratamiento CMI del CMI del CMl de la CBM de la
antibidtico PN combinacion  combinacion
Cefuroxima
S. aureus
ATCC 20213 15 pg >5 mg 0.93 ug 15 pg
S. aureus
MR 23 15 pg >5 mg 0.03 pg 0.06 pg
E. coli
ATCC 25922 120 pg >5mg 3.75 ug 7.5 Ug
E. coli
MR 82 120 pg >5 mg 3.75 g 7.5 Ug
Cefepima
S. aureus
ATCC 29213 0.9 ug >5 mg 0.9 ng 1.8 ug
S. aureus
MR 23 0.9 ug >5 mg 0.03 ug 0.06 ug
E. coli
ATCC 25922 0.9 ug >5 mg 0.9 ug 1.8 ug
E. coli
MR 82 0.9 ug >5 mg 0.06 pg 0.12 pg

Las concentraciones de todos los compuestos son expresadas en 1 mL de solucion.

Por otra parte, el mayor efecto sensibilizador de la resistencia por parte del farnesol se
observo en la combinacion con cefuroxima en la cual la CMI de la combinacion se establecio

en 0.03 pg/mL y la CBM en 0.06 pg/mL en la cepa de S. aureus resistente.

El farnesol en combinacion con cefepima también disminuy6 la CMI de 0.9 ug del antibidtico

solo a 0.03 ug en combinacion con el producto natural en la cepa de S. aureus resistente. En
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la cepa de E. coli resistente de igual manera la CMI del antibidtico solo disminuyé en

comparacion con la CMI de la combinacion de un valor de 0.9 g a 0.06 pg respectivamente.

Efecto de los productos naturales y sus mezclas en una curva de

crecimiento bacteriano

Al identificar las combinaciones con mayor efecto en la prueba de sensibilidad, se procedio
aevaluar la CMI de los antibidticos y de los productos naturales ademas de las combinaciones
mas activas sobre una curva de crecimiento bacteriano respectivamente, cuyos resultados se

muestran de la Figura 8 a la 11.
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Figura 8.- Efecto del farneseno sobre la curva de crecimiento de E. coli ATCC 25922. Las
concentraciones empleadas fueron: 1.5 mg/mL (Farneseno), 0.9 pg/mL (Cefepima) y 0.9 pg/mL de

cefepima + 0.75 mg/mL de farneseno (C+F); El testigo no contenia ningiin compuesto. El nimero de

sobrevivientes se calculd6 mediante el conteo de UFC.
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Figura 9.- Efecto del farneseno sobre la curva de crecimiento de E. coli MR 82. Las concentraciones
empleadas fueron: 1.5 mg/mL (Farneseno), 0.9 pg/mL (Cefepima) y 0.9 pg/mL de cefepima + 0.75
mg/mL de farneseno (C+F); El testigo no contenia ningiin compuesto. EI nimero de sobrevivientes
se calcul6 mediante el conteo de UFC.

El efecto observado en la cepa E. coli ATCC 25922 expuesta a cefepimay a una combinacion
entre cefepima y farneseno es de tipo bactericida, ya que los 2 tratamientos eliminan
completamente a la poblacion bacteriana, la combinacion entre los compuestos lo hace a las
4 horas y la cefepima lo hace a las 6 horas. El tratamiento con farneseno disminuyé el
crecimiento poblacional a las 2, 4 y 6 horas, sin embargo, posterior a las 8 horas seguia la

tendencia del testigo.

Al evaluar los mismos tratamientos en la cepa E. coli MR 82 se observé que las tendencias
cambiaron; el tratamiento de exposicidn a cefepima y a la combinacion entre cefepima y
farneseno tuvieron un efecto de tipo bacteriostatico las primeras 6 horas, posterior a ese
tiempo continuaron con un crecimiento similar al testigo, sin embargo, a lo largo de toda la
curva se observa que la densidad poblacional es menor en el tratamiento de la combinacion
en comparacién con el tratamiento del antibidtico solo. El tratamiento con farneseno mantuvo

un crecimiento similar al testigo, pero con menor densidad poblacional.
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Figura 10.- Efecto del farnesol sobre la curva de crecimiento de S. aureus ATCC 29213. Las
concentraciones empleadas fueron: 5 mg/mL (Farnesol), 15 pg/mL (Cefuroxima) y 15 pg/mL de
cefepima + 2.5 mg/mL de farnesol (C+F); El testigo no contenia ningun compuesto. El nimero de
sobrevivientes se calculd mediante el conteo de UFC.
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Figura 11.- Efecto del farnesol sobre la curva de crecimiento de S. aureus MR 23. Las
concentraciones empleadas fueron: 5 mg/mL (Farnesol), 15 pg/mL (Cefuroxima) y 15 pg/mL de
cefepima + 2.5 mg/mL de farnesol (C+F); El testigo no contenia ningin compuesto. EI nimero de

sobrevivientes se calculé mediante el conteo de UFC.
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El efecto observado en la cepa S. aureus ATCC 29213 expuesta a cefuroxima y a una
combinacion entre cefuroxima y farnesol es de tipo bactericida, ya que ambos tratamientos
eliminan completamente a la poblacion bacteriana a las 12 horas, sin embargo, se observa
una menor densidad poblacional en el tratamiento de la cefuroxima en comparacion con la
combinacion. El tratamiento con farnesol mantuvo un crecimiento similar al del testigo, pero

con una menor densidad poblacional.

Para el caso de la cepa S. aureus MR 23 expuesta a los mismos tratamientos, se observé que
los tratamientos de la exposicion a cefuroxima y a una combinacion entre cefuroxima y
farnesol tenian un comportamiento bactericida, siendo la combinacion la cual elimina la
poblacion bacteriana a las 6 horas de tratamiento, mientras que el tratamiento con el
antibidtico solo elimina a la poblacién hasta las 8 horas. El tratamiento con farnesol tuvo un
efecto de tipo bacteriostatico hasta las 6 horas del experimento, posterior a ese tiempo el

crecimiento poblacional fue en aumento.

Docking molecular

Por Gltimo, a los tratamientos utilizados en las curvas de crecimiento bacteriano se les realizo
un andlisis de acoplamiento molecular utilizando el software AutoDock 4, cuyos resultados

se resumen en el Cuadro 6 y se ilustran de la Figura 12 a la Figura 23.
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Cuadro 6.- Pardmetros de afinidad molecular de los ligandos con las B-lactamasas de S. aureus y E. coli.

Residuos que interactian

Complejo Afinidad Eficiencia del Residuos que interactian ) ) )
o _ ) a través de interacciones
(proteina-ligando)  (kcal/mol) ligando a traveés de puentes de H* ) )
pi - alquilo
S. aureus p-lactamasa (1BLC)
Lys64, His43, Arg65,
1BLC/Farnesol -4.88 0.26 -0.30 Serl73y Serl76
Prol74, Tyrl72y Tyr241
] Lys222, Lys215, Lys227,
1BLC/Cefuroxima -8.11 1.14 -0.28 Lys230
Val231ly Leu212
E. coli g-lactamasa (3BLC)
Lys84, 11e78, Leu254,
3BLC/Farneseno -7.82 1.85 -0.52 - Pro306, Leu85, Pro303,
Pro304 y Tyr259
3BLC/Cefepima -7.01 7.27 -0.22 Leu99, GIn257 y His205 His205

Ki: constante de inhibicién de conformacion.
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Figura 12.- Acoplamiento molecular del complejo enzima-ligando con la B-lactamasa de S. aureus
como enzima y al farnesol como ligando (amarillo), ilustrando las distintas interacciones entre los
atomos del ligando y residuos. Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas verdes

(puentes de hidrégeno) y lineas moradas (interacciones pi — alquilo).

g6%

Figura 13.- Representacion en 3D de las interacciones entre los residuos de la B-lactamasa de S.
aureus y el farnesol (azul). Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas verdes

(puentes de hidrogeno) y lineas moradas (interacciones pi — alquilo).
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Figura 14.- Representacion esquematica del acoplamiento molecular entre la B-lactamasa de S.

aureus y el farnesol.

En el complejo 1BLC/Farnesol se observo la afinidad con una energia de union igual a -4.88
kcal/mol y una constante de inhibicién de 0.26 (Cuadro 6). Se observa que el ligando no
interactlia de ninguna manera con algun residuo del sitio activo de la enzima por lo tanto se

comporta como un inhibidor no competitivo.
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Figura 15.- Acoplamiento molecular del complejo enzima-ligando con la B-lactamasa de S. aureus
como enzima y a la cefuroxima como ligando (amarillo), ilustrando las distintas interacciones entre
los 4&tomos del ligando y residuos. Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas

verdes (puentes de hidrégeno) y lineas moradas (interacciones pi — alquilo).

eu21?2

- s215

Figura 16.- Representacion en 3D de las interacciones entre los residuos de la B-lactamasa de S.
aureus y la cefuroxima (azul). Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas verdes

(puentes de hidrogeno) y lineas moradas (interacciones pi — alquilo).
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Figura 17.- Representacion esquematica del acoplamiento molecular entre la B-lactamasa de S.

aureus y la cefuroxima.

En el complejo 1BLC/Cefuroxima se observo la afinidad con una energia de union igual a -
8.11 kcal/mol y una constante de inhibicién de 1.14 (Cuadro 6). Se observa que el ligando
no interactia de ninguna manera con algun residuo del sitio activo de la enzima,

comportandose de la misma manera que el farneseno, como un inhibidor no competitivo.
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Figura 18.- Acoplamiento molecular del complejo enzima-ligando con la B-lactamasa de E. coli
como enzima y al farneseno como ligando (amarillo), ilustrando las distintas interacciones entre los

atomos del ligando y residuos. Se representan en lineas moradas las interacciones pi — alquilo.
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Figura 19.- Representacion en 3D de las interacciones entre los residuos de la B-lactamasa de E. coli
y el farneseno (amarillo). Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas moradas

(interacciones pi — alquilo).

35



PRO

SER A:306
B:86
PRO
B:306
LEU
ILE A:85
B B:78
B:84 x THR PRO YR
A:305  A:303 B:259 PRO YR
: A:304 A:253
LEU
LEU B:85 PRO PRO
B:254 8:304 B:303
LEU
A:254
ILE SER
B:83 A:257
Interacciones
[:] van der Waals D Pi - Alquilo
D Alquilo

Figura 20.- Representacion esquematica del acoplamiento molecular entre la B-lactamasa de E. coli

y el farneseno.

En el complejo 3BLC/Farneseno se observé la afinidad con una energia de unidn igual a -
7.82 kcal/mol y una constante de inhibicion de 1.85 (Cuadro 6). Fue posible observar que el
ligando interactta con los residuos Pro303 y Pro304 del sitio activo de la B-lactamasa de E.

coli a través de interacciones pi, presentando una tendencia de inhibidor competitivo.
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Figura 21.- Acoplamiento molecular del complejo enzima-ligando con la - Iactamasa de E. coli
como enzimay a la cefepima como ligando (amarillo), ilustrando las distintas interacciones entre los
atomos del ligando y residuos. Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas verdes
claro (puentes de hidrégeno), lineas moradas (interacciones pi — alquilo) y lineas naranjas

(interacciones pi — sulfuro).

Figura 22.- Representacion en 3D de las interacciones entre los residuos de la B-lactamasa de E. coli
y la cefepima (amarilla). Las interacciones se representan de la siguiente manera: lineas verdes claro
(puentes de hidrogeno), lineas moradas (interacciones pi —alquilo) y lineas naranjas (interacciones pi

— sulfuro).
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Figura 23.- Representacion esquematica del acoplamiento molecular entre la B-lactamasa de E. coli
y la cefepima.

Por Gltimo, en el complejo 3BLC/Cefepima se observo la afinidad con una energia de unién
igual a -7.01 kcal/mol y una constante de inhibicion de 7.27 (Cuadro 6). Se observa que el

ligando no interacttia de ninguna manera con algun residuo del sitio activo de la enzima por
lo tanto se comporta como un inhibidor no competitivo.
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Discusion

Fitoquimicamente, ambos compuestos han sido identificados como componentes del aceite
esencial o del extracto vegetal de diversas especies pertenecientes a varias familias vegetales
y generalmente, dichos productos naturales poseen importantes actividades bioldgicas.

En 2006, Bozin y colaboradores presentaron un estudio en cual evaluaban la composicion
bioquimica, la actividad antimicrobiana y antioxidante de los aceites esenciales de las
especies Ocimum basilicum, Origanum vulgare y Thymus vulgaris (Lamiaceae), de los
cuales el E,E-farnesol y el Z-B-farneseno representaban el 0.1 y 0.2% respectivamente en el
aceite esencial de O. basilicum, encontrando que todos los aceites presentaban una actividad
antifungica y antioxidante significativa; obtuvieron un resultado muy particular, una alta
susceptibilidad a los aceites de cepas bacterianas patdgenas multirresistentes como
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Salmonella enteritidis, S. typhi y Shigella spp.;
comportamiento similar con los dermatomicetos y Candida albicans evaluados. Bruni y
colaboradores (2004) también evaluaron dichas propiedades, pero del aceite esencial de los
calices de la flor de Ocotea quixos, del cual el farneseno representaba el 0.1% de su

composicion, encontrando resultados similares.

Hay otros ejemplos en los cuales los compuestos son los componentes mayoritarios, por
ejemplo, la evaluaciéon realizada por Caroprese y colaboradores en 2011 en el cual
describieron el perfil quimico y anatomico de las flores de Lantana camara encontrando que
el farneseno representaba el 42.7% del aceite esencial de las flores, siendo que a esta especie
se le han atribuido propiedades antipiréticas, antiespasmadicas, bactericidas, insecticidas,

nematicidas, antimutagénicas y su accién repelente contra insectos vectores de la malaria.

Es importante destacar que este es el primer registro de la actividad antibacteriana del
farneseno, todos los estudios que evaltuan al farneseno a manera de compuesto puro son

enfocados en sus propiedades sefializadoras (Sobotnik et al., 2008).

En 1966, Huelyn y Murray propusieron al farneseno como un potencial antimicrobiano al
identificar que el (E, E)-a-farneseno es el isomero mas comun en el recubrimiento de
manzanas Y otras frutas, siendo el responsable del olor caracteristico a manzana verde y que

la oxidacion de dicho compuesto por efecto del aire forma otro tipo de compuestos que son
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perjudiciales para la fruta. Los productos de la oxidacion dafiaban las membranas celulares
que eventualmente causaban la muerte celular en las capas celulares mas externas de la fruta,
lo que resulta en un trastorno de almacenamiento conocido como escaldadura, dicho efecto
puede observarse también en las células procariotas ya que el farneseno result6 activo en

todas las cepas, tanto de catalogo como resistentes.

El farnesol es un alcohol sesquiterpénico que se encuentra en los aceites esenciales de
determinadas especies vegetales con actividad antimicoética y antibacteriana. Inicialmente se
descubrio que el farnesol inhibia la comunicacion intercelular en el hongo Candida albicans
(Gomes et al., 2009). También se ha demostrado que inhibe el proceso de filamentacion y el
sistema quorum sensing de hongos y ciertas bacterias (Bhattacharyya et al., 2014). Aunado
a esto, parece no tener efectos tdxicos sisttmicos 0 mutagenos ni in vitro ni in vivo (Jabra-
Rizk et al., 2006a).

El papel del farnesol en la inhibicion del crecimiento y la viabilidad de microorganismos se
ha verificado en otras especies (Semighini et al., 2006; Semighini et al., 2008; Derengowski
et al., 2009), lo que sugiere que este compuesto también posee una actividad antibacteriana
efectiva contra S. aureus y E. coli. De manera inicial, los resultados obtenidos indican que S.
aureus y E. coli son mas sensibles al farnesol con respecto a otro patdgenos, por ejemplo, la
bacteria S. mutans y el hongo C. dubliniensis muestran mayores tolerancias al farnesol, con
una MLC de 300 uM (66 mg) y 500 uM (111 mg), respectivamente (Jabra-Rizk et al., 2006b;
Koo et al., 2002).

Las infecciones en biomateriales implantados en seres vivos, normalmente, estan asociadas
a la formacion de una biocapa llamada biofilm que es dificil de erradicar y, en la mayoria de
los casos, es necesario retirar el implante infectado. Nuevos biomateriales recubiertos de
antibidticos estan siendo investigados; sin embargo, su uso para la prevencion de infecciones
en biomateriales es controvertido, ya que la concentracién de agentes bactericidas cargados
en esos biomateriales podria producir toxicidad local o sistémica y la prolongada liberacion
de antibioticos en cantidades subinhibitorias podria generar la aparicion de nuevas cepas de

microorganismos resistentes (Campoccia et al., 2010).
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Por lo tanto, hay una necesidad critica de desarrollar nuevos compuestos antimicrobianos con
capacidad inhibitoria sin aumentar las resistencias. En este contexto las sustancias naturales

empleadas en terapéutica tradicionalmente pueden jugar un importante papel.

Brehm-Stecher y Johnson (2003) han sefialado que el farnesol penetra en la biocapa, se
acumula en la membrana celular y a traves de su mecanismo de accién aumenta la porosidad
de lamembrana celular. Este aumento de la permeabilidad de la membrana celular bacteriana
a distintas sustancias podria incrementar la captacion de antibidticos si se usaran en
asociacion con el farnesol, haria que la dosis de antibioticos necesaria fuera menor y esto
disminuiria la posible aparicion de resistencias. Es decir, el farnesol incrementaria la
susceptibilidad de las bacterias a antibidticos y otros compuestos antimicrobianos. Dichos
resultados ratifican la actividad antibacteriana mostrada en las distintas pruebas del farnesol,
por ejemplo, la disminucion en la densidad poblacional bacteriana en las curvas de
crecimiento en presencia de la combinacion entre el farnesol y la cefuroxima, asi como los
halos de inhibicidn superiores en la prueba de Kirby Bauer en presencia de combinaciones

de compuestos antimicrobianos y el farnesol.

Debido a todas las propiedades antes mencionadas del farnesol, grupos de investigacion han
examinado su efecto en biocapas de S. aureus in vitro. Unnuntana y colaboradores (2009)
demostraron la capacidad del farnesol para inhibir la formacién del biofilm de S. aureus
resistente a meticilina sensible a concentraciones de 30 mM en discos de titanio. Los grupos
de Jabra-Rizk (2006) y Gomes (2009) demostraron que concentraciones menores, de rango
200-300 puM, aun tenian efecto antibacteriano sobre las biocapas de S. aureus y atribuian este
efecto a la disrupcion de la membrana celular (Inoue et al., 2004). En este estudio, el farnesol
presentd una importante actividad antibiofilm ya que a una concentracion subinhibitoria de
Y% CMI, present6 un porcentaje de inhibicion en S. aureus del 23% en la cepa de catélogo y
del 25% en la cepa resistente; y al evaluar la CBM, el porcentaje se eleva al 32% de inhibicién

en la cepa de catalogo y al 35% de inhibicidn en la cepa resistente.

La cefepimay la cefuroxima pertenecen al grupo de antibidticos llamados “cefalosporinas”,
gue son antibidticos del grupo de los beta-lactdmicos derivados semisintéticos de la
cefalosporina C, son semejantes a las penicilinas, pero difieren de ella en que el acido 6-

aminopenicilanico ha sido sustituido por un &cido-7-cefalosporanico. Su mecanismo de
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accion es similar al de las penicilinas: interfiriendo en la sintesis de peptidoglicano de la
pared celular bacteriana, e inhibiendo la transpeptidacion final, necesaria para la reticulacion,

generando un efecto bacteriolitico (Kong et al., 2010).

Son agrupadas en grupos llamados "generaciones” por sus caracteristicas antimicrobianas,
cada nueva generacion de cefalosporinas tiene méas potencia frente a bacterias Gram-
negativas, caracteristicas antimicrobianas perceptiblemente mayores que la generacion
precedente, y actualmente se diferencian cinco generaciones de cefalosporinas. La
cefuroxima pertenece a la segunda generacion, mientras que la cefepima pertenece a las

cefalosporinas antipseudomonales de cuarta generacion (Chambers y Deck, 2009).

En cuanto a la sensibilidad de las cepas a las combinaciones entre los distintos compuestos
se puede destacar que la posible razon por la que no hubo efecto en la combinacion del
farneseno y el farnesol y la reserpina es que este compuesto demostrd ser un inhibidor del
mecanismo de resistencia que implica la sobreexpresion de bombas de eflujo en la membrana
celular (Garbey y Piddock, 2008), lo que nos lleva a suponer que el mecanismo de resistencia

en la cepas resistentes no corresponde al efecto de bombas de eflujo.

Por el contrario, las combinaciones entre el acido clavulanico y los productos naturales
presentaron actividad en todas las cepas bacterianas, autores afirman que el &cido clavulanico
se une de manera irreversible a las B-lactamasas ya que contiene un anillo betalactdmico en
su estructura, evitando que inactiven ciertos antibidticos betalactdmicos; esto sugiere que el
posible mecanismo de resistencia en las cepas S. aureus MR 23 y E. coli MR 82 sea por

efecto de  -lactamasas (Wegener et al., 2020).

En relacion con el establecimiento de las CMTI’s, se observd que no hubo diferencias en las
concentraciones de farneseno para inhibir el crecimiento bacteriano ya que tanto para
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas la CMI se establecid en 1.5 mg/mL. Por otra
parte, al establecer la CBM, se observo que en la cepa S. aureus ATCC 29213 se obtuvo el
valor mas bajo de CBM (4 mg/mL); en el resto de las cepas bacterianas, el valor de CBM se

establecio en 5 mg/mL.

De igual manera, con el farnesol se observa que no hay diferencias entre el tipo bacteriano y

el establecimiento de la CMI y la CBM en cada cepa ya que, tanto en bacterias Gram-
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positivas como en Gram-negativas, la CMI se establecié para todas en >5 mg/mL, y la CBM

en >>5 mg/mL.

Satyal et al., (2015) evaluaron las propiedades antimicrobianas del aceite esencial de
Matricria chamomilla refiriendo un valor de CMI de 313 pg/mL en las cepas S. aureus, P.
aeruginosa, y C. albicans; la composicion quimica de dicho aceite contenia 50.5% de
isdbmeros de farneseno. Dicho valor inferior con respecto a la CMI reportada en este trabajo
se puede explicar debido a que los aceites esenciales presenten una potencial actividad
biolégica debido a la gran cantidad y variedad de componentes, y su actividad no
necesariamente es un reflejo de las propiedades bioldgicas de su componente mayoritario,
sino que también puede ser evidencia de las interacciones entre todos los compuestos
(Pichersky et al., 2006).

Con respecto a la actividad antibiofilm del farneseno, los mayores porcentajes de inhibicion
se presentaron en las cepas de bacterias Gram-positivas, destacando la sensibilidad de la cepa
S. aureus ATCC 29213 en la cual a una concentracion de ¥2 CMI (0.75 mg/mL) del 44.1%,
valor cercano de inhibicion que se presentd en la cepa E. coli MR 82 bajo el tratamiento de
la CBM (5 mg/mL). Ka¢aniova et al., (2022) refirieren un efecto en el perfil proteico del
biofilm tratado con el aceite esencial de Cedar atlantica de la cual el farneseno estaba
presente en un 13.8% de la composicion quimica, atribuyendo que el aceite esencial influye

en la homeostasis del biofilm bacteriano formado en la superficie evaluada.

Los resultados obtenidos en los ensayos de acoplamiento molecular, combinados con los
hallazgos en la evaluacion del efecto de los productos naturales sobre la curva de crecimiento
de E. coli MR 82y S. aureus MR23, mostrados en la Cuadro 6, demuestran una gran energia
de union entre el farnesol y el farneseno con las enzimas estudiadas. Estos resultados
muestran que la molécula del farnesol puede tener el mecanismo de accion potencial para
inhibir la actividad de la B-lactamasa de S. aureus (1BLC) por medio de la inhibicién no
competitiva, permitiendo que la cefuroxima entre al espacio citoplasmatico y efectie su
actividad bacteriolitica interfiriendo en la sintesis del peptidoglucano. De manera similar, la
molécula del farneseno posiblemente tenga el mecanismo de accién de inactivar la funcion
de la B-lactamasa de E. coli (3BLC) por medio de la inhibicion competitiva por el sitio activo

de la proteina, permitiendo que la cefepima efectle su actividad al igual que la cefuroxima.
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Ambos productos naturales presentan valores de energia de unién y constante de inhibicion
similares a los de los antibi6ticos empleados, sugiriendo que tienen un potencial de adhesion
a las enzimas y, a partir de ahi, se confiere una mayor actividad antibacteriana cuando tanto
productos naturales como antibioticos actian en combinacion, corroborado con el ensayo de
la evaluacién de la curva de crecimiento de ambas cepas multirresistentes, presentado en la
Figura9y 11.

El principal aporte de este trabajo fue el verificar las propiedades antibacterianas y
antibiofilm del farnesol y farneseno, compuestos presentes en aceites esenciales utilizados
en la medicina tradicional, validando su uso en el tratamiento de enfermedades de posible
origen infeccioso que afectan a la poblacion; al igual que constatar a estos compuestos como

potenciales sensibilizadores de resistencia bacteriana.
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Conclusiones

e Los compuestos farnesol y farneseno presentan actividad antibacteriana tanto en
cepas Gram-positivas como en Gram-negativas.

e Todas las cepas bacterianas tratadas con farneseno presentaron un porcentaje de
inhibicidn de la formacion del biofilm superior al 19%.

e Todas las cepas bacterianas tratadas con farnesol presentaron un porcentaje de
inhibicidn de la formacion del biofilm superior al 17%.

e Elfarneseno presentd un mayor efecto en la inhibicion del biofilm en bacterias Gram-
positivas, siendo la cepa S. aureus ATCC 29213 la mas sensible.

e El farnesol presenté un mayor efecto en la inhibicién del biofilm en bacterias Gram-
positivas, siendo la cepa S. aureus MR 23 la mas sensible.

e Lacombinacion entre el farneseno y la cefuroxima fue la més eficaz frente la cepa E.
coli ATCC 25922, reduciendo 3 veces la CMI del antibiotico.

e La combinacién entre el farneseno y la cefepima fue la mas eficaz frente la cepa E.
coli MR 82, reduciendo a la mitad la CMI del antibidtico.

e Las combinaciones entre cefuroxima y cefepima con farnesol fueron las mas eficaces
frente ala cepa S. aureus MR 23, reduciendo la CMI del antibi6tico de 15y 0.9 pg/mL
a 0.03 pg/mL en cada caso respectivamente.

e Elfarnesol demostr6 una notable afinidad de unién con la proteina 1BLC, involucrada
en la resistencia a antibioticos p-lactamicos, comportdndose como un inhibidor no
competitivo.

e El farneseno demostré una notable afinidad de unién con la proteina 3BLC,
involucrada en la resistencia a antibidticos f-lactamicos, comportdndose como un
inhibidor competitivo.

e Los resultados revelaron que ambos productos naturales tienen potencial para ayudar
a combatir casos de procesos infecciosos relacionados con cepas de bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas multirresistentes.
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Apeéendices

Apeéndice 1.- Catalogo bibliografico

Aceite esencial

0 compuesto

Pais

¢ Qué se evalud?

Referencia
Rioja et al.,
2000
Candan et al.,
2003
Bruni et al.,
2004

Farnesol

Aceite esencial

Achillea
millefolium
subsp.

millefolium

Aceite esencial

Ocotea quixos

Reino
Unido

Turquia

Italia

46

Investigaron si el farnesol induce la
apoptosis de blastos de pacientes con
leucemia mieloide aguda (LMA) y lineas
celulares leucémicas, en comparacién con
células  hematopoyéticas  primarias
humanas normales. Concluyeron que el
farnesol a una concentracién de 30 puM
elimina selectivamente los blastos de
LMA vy a las lineas celulares leucémicas
sin dafiar a las células hematopoyéticas

primarias.

Evaluaron los efectos antimicrobianos y la
composicion  quimica  del  aceite
encontrando que 36  compuestos
constituyen el 90,8% del aceite total del
cual el eucaliptol posee el 24% siendo el
compuesto mayoritario; se confirmé la
actividad antimicrobiana y antioxidante

del aceite.

Se identificaron los compuestos del aceite
esencial de los calices del fruto de
Ishpingo (Ocotea quixos); se evaluaron las
propiedades antioxidantes, antibacterianas
y antifungicas dando resultados variados



Inoue et al., ]
Farnesol Japén
2004
Aceite esencial
Anthemis
Duarte et al., o )
nobilis; Brasil
2005
Cymbopogon
martini
Aceite esencial
Bozin et al.,, Serbi
; erbia
2006 Ocimum
basilicum

dependiendo de la concentracion del

extracto en la muestra.

Evaluaron los efectos antibacterianos de
tres alcoholes terpénicos sobre S. aureus,
centrdndose en la fuga de iones K + y la
toxicidad a lo largo del tiempo; el orden
jerarquico de eficacia,
farnesol>nerolidol>plaunotol, fue el
mismo para ambos ensayos, sugiriendo
que el efecto antibacteriano de los

terpenos en el dafio a la membrana celular.

Evaluaron la actividad frente a C. albicans
del aceite esencial y el extracto etanoico
de hojas y/o raices de 35 plantas
medicinales comUnmente usadas en la
medicina tradicional brasilefia, de los
cuales, el aceite esencial de 13 especies
presentd actividad y se identificaron
compuestos con  propiedades  anti-

Candida como el limoneno y el mentol.

Se describi6 la composicion quimica de
los aceites esenciales de O. basilicum L.,
Origanum vulgare L. y Thymus vulgaris
L. mediante espectrometria de masas y
cromatografia de gases y se ensayaron sus
actividades antioxidantes y
antimicrobianas encontrando que todos
los aceites presentaban una actividad

antifangica significativa.



Semighini et
Farnesol
al., 2006
Ozcan Y Aceite esencial
Chalchat,
2007 Daucus carota
Semighini et
Farnesol
al., 2008
Derengowski
Farnesol
et al., 2009

E.UA.

Turquia

E.UA.

Brasil
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Examinaron el efecto del farnesol en el
hongo filamentoso A. nidulans como
referente de la secrecion del compuesto
por parte de C. albicans; se descubrio que
el farnesol, ademés de su funcion de
deteccion de quorum, regula la
morfogénesis y también es empleado por
C. albicans para reducir la competencia de

otros microrganismos.

Se determind la composicion quimica y
las propiedades fisicas de las semillas de
zanahoria (Daucus carota L.) obtenidas en
Konya, Turquia, con objetivo de
investigar usos potenciales de las mismas;
encontrando  que sus  principales
componentes son el carotol (66.78%) y (Z,

Z)-o-farneseno (5.86%), entre otros.

Retomando los resultados de Semighini et
al. (2006), se evalu¢ el efecto del farnesol
sobre el hongo de importancia comercial
F. graminearum, donde se obtuvieron los
resultados de que el compuesto también
desencadena la apoptosis en el hongo,
ademads de expresar patrones de
germinacion alterados en sus esporas y
provocando que la mayoria se lisaran tras

una exposicion prolongada.

En este estudio se describieron los efectos
del

dimorfismo de

farnesol sobre el crecimiento y

Paracoccidioides



Caroprese
al., 2011

Hernandez-
Bastidas
al., 2014

Constantino
et al., 2016

et

et

Aceite esencial

Lantana camara

Aceite esencial

Guarea

guidonia

Farnesol

Costa Rica

Venezuela

Espafia
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brasiliensis, desde el concepto de la
secrecion de este compuesto por parte de
C. albicans, encontrando que las
concentraciones de farnesol que oscilaban
entre 25y 300 uM inhibieron fuertemente
el crecimiento de células de levadura P.
brasiliensis; los autores sugieren que la
actividad fungicida del compuesto esta
probablemente asociada la degeneracion

masiva de organulos citoplasmaticos.

Describieron anatémica y quimicamente
las inflorescencias de la especie Lantana
camara durante 3 estadios de vida de la
flor, encontrando que durante el periodo
mas fresco se encuentra, de manera
mayoritaria, el compuesto E-B-Farneseno
representando el 39.4% del extracto.

Describieron la composicion quimica
cualitativa y cuantitativamente
encontrando que los mayores porcentajes
de composicion pertenecian a isomeros de

farneseno.

Evaluaron la actividad bactericida
antiestafilococica del farnesol sobre
superficies de Ti6Al4V  (material
empleado en implantes); encontrando que
a una concentracion de 30 mM de farnesol
se disminuye la tasa de colonizacion por S.

aureus en dichas agujas en un 74%.



Huchelmann
etal., 2016

Bagci et al.,
2019

Farnesol

Aceite esencial

Marrubium

vulgare

Francia

Turquia

Identificaron qué factores intervenian al
inhibir las vias del mevalonato plastidial
(MEP) y citos6lico (MVA), vy
consecuentemente, inhibiendo la
prenilacion de proteinas. Concluyeron
que, en el tabaco, el farnesol inhibe la via
plastidial MEP vy activa la via citosolica
MVA, por lo tanto, actita como un
regulador potencial de la interferencia
entre las dos vias. Juntos, esos resultados
sugieren un nuevo papel para el farnesol
(o un metabolito de este) como molécula
central para la regulacion de la biosintesis
isoprenoides en las plantas.

Compararon la composicion quimica de
los aceites esenciales obtenidos de partes
aéreas secas y frescas de M. vulgare,
recolectadas alrededor del lago Tuz. Se
determind que los aceites esenciales
obtenidos de las partes frescas y secas de
M. vulgare contenian 21 y 26
componentes, respectivamente, de los
cuales el principal componente de plantas
frescas y secas se encontré como trans-f3-
farneseno en ambos, y sus cantidades se
detectaron como 1343 y 34,23%
respectivamente. Se observdé que la
cantidad de trans-p farneseno, en el aceite

esencial obtenido cuando se secd el
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material

vegetal, aumento

considerablemente.

Apéndice 2.- Estructuras quimicas de los compuestos a emplear

(www.pubchem.nchi.nlm.nih.gov)

Nombre Estructura Nombre Estructura
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Apeéndice 3.- Método de difusion en agar de Kirby-Bauer (Koneman,
1996)

Este método fue utilizado para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de los

compuestos y sus mezclas, método descrito a continuacion:

Se utilizé el agar Mueller-Hinton (MH), porque promueve el crecimiento de cepas aisladas a
partir de muestras clinicas; por lo que era importante que el medio de cultivo tuviera un
espesor uniforme de 4 mm aproximadamente dentro de la placa, ya que, si no se cumplia este
pardmetro y el espesor era menor, las sustancias a evaluar tenderian a difundir mas en
direccion lateral aumentando el halo; y si es mayor el espesor la difusion de la sustancia a

evaluar seria hacia la parte baja, lo que estrecharia el halo de inhibicion.

El inoculo se prepar6 colocando con un asa bacterioldgica de 4 o 5 colonias de una misma
bacteria, se sumergié el asa en 10 mL de caldo MH estéril, se enjuagé bien en el liquido hasta
que se desprendiera todo rastro de bacteria y acto seguido se retir¢ el asa de siembra. Después
el caldo se incubd a 37°C durante 24 h, o hasta que la turbidez del medio fuese equivalente
al No. 0.5 de McFarland, lo que equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 108

de bacterias por mL.

Cuando la turbidez se logro, se sumergid un hisopo seco y estéril en la suspension del inoculo
eliminando el exceso de liquido. Con ese hisopo se procedid a inocular la mitad de la
superficie del agar MH. El sembrado se realizé mediante estrias en todas las direcciones en

angulo de aproximadamente 60° de cada estria.

Cuando el inoculo fue absorbido, se colocaron con pinzas estériles los sensidiscos de 5 mm
de diametro hechos de papel Whatman No. 5 y después se le agregaron 15 pg/disco de cada
compuesto [Acido clavulanico, reserpina, cefuroxima y cefepima] y 4 pL/disco de cada
producto natural [Farnesol (PN1) y farneseno (PN2)]. Para las combinaciones de los
compuestos con los productos naturales se utilizaron las mismas concentraciones de los
compuestos y los productos naturales, pero en un mismo disco [Acido clavulanico + PN1y
PN2; reserpina + PN1y PN2; cefuroxima + PN1y PN2; y cefepima + PN1y PN2].

Como control positivo se utilizaron sensidiscos con las mismas caracteristicas que los

anteriores, impregnados con 30 g de cloranfenicol.
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Cuando las placas de agar estaban sembradas y con los sensidiscos impregnados se incubaron
a 37° C por 24 horas. Para la interpretacion de resultados, los halos de inhibiciéon que se
formaron se midieron con una regla de calibracion en mm, todas las pruebas se realizaron
por triplicado y se reportaron los promedios de las 3 repeticiones en mm % la desviacion

estandar.

Apéndice 4.- Técnica de microdilucion en caldo (picazo, 2000)

Este método se utilizd para evaluar cuantitativamente la actividad antibacteriana de los

productos naturales, método descrito a continuacion:

El inoculo se prepard colocando con un asa bacterioldgica de 4 a 5 colonias de una misma
bacteria, se sumergio el asa en 10 mL de caldo MH estéril, se enjuagé bien en el liquido hasta
que se desprendiera todo rastro de bacteria y acto seguido se retir6 el asa de siembra. Después
el caldo se incubd a 37°C durante 24 h, o hasta que la turbidez del medio fuese equivalente
al No. 0.5 de McFarland, lo que equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 108

de bacterias por mL.

Posteriormente se tomaron 10 pL de inoculo y se suspendieron en 10 mL de solucion salina
al 0.9 % estéril. Se prepararon soluciones de 2 mL de caldo MH con concentraciones de 5 a
0.125 mg/mL de los productos naturales para posteriormente tomar 100 pL de cada
concentracion y colocarlos en tubos Eppendorf, a los cuales se les adicionaron 100 pL de

indculo diluido de cada cepa.

Los tubos se incubaron por 24 horas a 37° C, posterior a ese tiempo de incubacion cada
tratamiento se sembré en agar MH, colocandose 10 puL de cada tubo Eppendorf en su
respectivo agar. Posterior a eso, se incubaron durante 24 horas a 37°C y se observo la
disminucion en el crecimiento del microorganismo. Para los controles positivos se utilizaron

diferentes concentraciones de cloranfenicol.
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Apeéndice 5.- Evaluacion del efecto antibiofilm (Gémez-Sequeda et al.,
2020)

La evaluacion del efecto antibiofilm de los productos naturales se determin6é en una
microplaca de 96 pozos de fondo en U hasta alcanzar un volumen final de 200 pL. Esto se
realizé agregando 100 pL de una solucion de cada producto natural a una concentracion de
Y CMI, CMI y CBM, afiadiendo 100 pL de cultivo bacteriano (~5x 10° UFC/mL) en cada
pozo. Se utilizaron como controles negativos los pozos que contenian cultivos bacterianos
sin producto natural, y las microplacas se incubaron a 37 °C durante 48 h sin agitacion,

permitiendo la adherencia de las bacterias a la superficie.

Después de la incubacion, se eliminé el contenido liquido de los pocillos y la microplaca se
enjuago tres veces con solucion salina estéril al 0.9% para eliminar las bacterias suspendidas;
luego, las microplacas se secaron en un horno a 60 °C durante 45 min. Posteriormente, cada
pozo se tifid con 200 pL de cristal violeta al 0.4% y se incub0 a temperatura ambiente durante
15 min. Después las microplacas se enjuagaron tres veces con solucion salina estéril al 0.9%
para eliminar el exceso de cristal violeta y posteriormente se le afiadieron 200 pL de acido
acético al 30% en agua destilada. El contenido liquido de cada pozo se transfiri6 a una nueva
microplaca de fondo plano y la absorbancia se medié a 595 nm utilizando un lector de
microplacas ELISA. Cada ensayo se realizo por triplicado. Finalmente, los porcentajes de

inhibicidn de cada producto natural se calcularan utilizando la siguiente formula:

) o Control negativo — Tratamiento
Porcentaje de inhibicion = - x 100
Control negativo
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Apeéndice 6.- Determinacion de la sensibilizacion a la resistencia
(Picazo, 2000)

Este método es una modificacion de la técnica de microdilucion en caldo, se describe a

continuacion:

El inoculo se prepard colocando con un asa bacteriologica de 4 a 5 colonias de una misma
bacteria, se sumergié el asa en 10 mL de caldo MH estéril, se enjuagé bien en el liquido hasta
que se desprendiera todo rastro de bacteria y acto seguido se retir6 el asa de siembra. Después
el caldo se incubo a 37°C durante 24 h, o hasta que la turbidez del medio fuese equivalente
al No. 0.5 de McFarland, lo que equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 108

bacterias por mL.

Posteriormente en microplacas de 96 pozos de fondo en U se agregaron 50 pL de caldo MH
a cada pozo y en la primera fila se afiadieron 100 uL de caldo MH con el antibi6tico a una
concentracion dependiente de la cepa (se utilizd la CMI de cada antibidtico en cada cepa) y
se mezcl6 3 veces. Se tomaron 100 pL de la primera fila y se transfirieron a la segunda en la
cual el contenido se mezcl6 3 veces, dicho procedimiento se repitié 10 veces y en la Gltima
fila se desecharon los 100 pL sobrantes, con ello se logré una dilucion gradual en la

concentracion del antibi6tico.

Después se le agregaron a cada pozo 50 pL de caldo MH con el producto natural a una
concentracion subinhibitoria y 100 pL del in6culo de cada cepa, logrando un volumen final

de 200 pL por pocillo.

Las microplacas se incubaron por 24 horas a 37 °C y posterior a ese tiempo de incubacion se
realizdé un revelado con una solucién de TTC. Cada ensayo se realizo por triplicado. Se
determind la sensibilizacion de la resistencia en la combinacion en la cual el contenido no

cambid de color posterior al revelado.
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Apeéndice 7.- Curva de supervivencia y efecto sobre el

crecimiento (Avila, 1996)

Esté técnica consistio en evaluar los antibidticos y productos naturales puros, ademas de la

combinacion mas activa entre estos dos en las cepas mas sensibles.

El inoculo se prepar6 colocando con un asa bacterioldgica de 4 a 5 colonias de una misma
bacteria, se sumergié el asa en 10 mL de caldo MH estéril, se enjuagé bien en el liquido hasta
que se desprendiera todo rastro de bacteria y acto seguido se retir¢ el asa de siembra. Después
el caldo se incubd a 37°C durante 24 h, o hasta que la turbidez del medio fuese equivalente
al No. 0.5 de McFarland, lo que equivale a una concentracion de aproximadamente 1.5 x 108
de bacterias por mL. Posteriormente se tomaron 10 pL de inoculo y se suspendieron en 10

mL de solucion salina al 0.9 % estéril.

De manera inicial, se prepararon y rotularon 4 tubos con 5 mL de caldo MH; el primero
correspondio al testigo, seguido por un tubo para la CMI del producto natural, otro para la
CMI del antibidtico y un altimo tubo para una combinacion entre la CMI del antibidtico y la
% CMI del producto natural. Para las cepas de bacterias Gram-negativas se utilizo el
farneseno y la cefepima como tratamientos; para las cepas de bacterias Gram-positivas se
utilizo el farnesol y la cefuroxima como tratamientos, estas selecciones en los tratamientos

se determinaron por medio de la evaluacion de la sensibilizacion de resistencia.

De cada tubo se llenaron 7 tubos Eppendorf con 200 puL cada uno, correspondientes a los 7
tiempos en los cuales estaban divididas las 24 h de evaluacion. Todos los tubos se colocaron
en una caja de almacenamiento de tubos Eppendorf y se incubaron a 37 °C con agitacién
durante 24 h.

Se realiz6 un sembrado de cada tratamiento al tiempo 0, a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 h del

experimento.

El sembrado se realizé tomando 50 pL de cada tubo Eppendorf y colocandolos en una
division de una caja triceptada con agar MH, posteriormente, se tomaron otros 50 pL y se
diluyeron en 5 mL de solucion salina estéril; de esa primera dilucion se tomaron 50 pL y se

colocaron en otra division de la caja, se tomaron otros 50 pL para realizar una segunda
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dilucion en 5 mL de solucion salina estéril; de la segunda dilucién se tomaron 50 pL y se
colocaron en la ultima division de la caja. Todos los sembrados se espatularon para un
desarrollo y clara observacion de las UFC. Las cajas triceptadas se incubaron durante 24 h a
37 °C.

Posterior al tiempo de incubacidn, se contaron las UFC y se graficé el Logio del nimero de
UFC contra el tiempo.
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