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Resumen 

Título: Efecto del aceite esencial de Lippia origanoides sobre el biofilm de Staphylococcus 

aureus: un abordaje proteómico y fenotípico* 

 

Autor: Stefania Correa Duarte** 

Palabras Clave: Aceite esencial de Lippia origanoides; Staphylococcus aureus; inhibición 

de biofilm; proteómica; antivirulencia; acoplamiento molecular 

 

Descripción: La formación de biofilm por Staphylococcus aureus desempeña un papel 

crucial en la resistencia a los antimicrobianos y en el desarrollo de infecciones crónicas, 

especialmente en cepas resistentes a meticilina. En este estudio, se investigaron los efectos 

antibiofilm y antivirulentos del aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-

II) frente a S. aureus ATCC 43300, y se exploró su mecanismo de acción mediante 

aproximaciones fenotípicas, proteómicas e in silico. LOT-II mostró una potente actividad 

antibacteriana con una CMI₅₀ de 0,09 mg/mL e inhibió la formación de biofilm hasta en un 

50% a concentraciones subinhibitorias, sin presentar efectos citotóxicos sobre células 

eucariotas. Además, LOT-II redujo significativamente la producción de hemolisinas y la 

síntesis de exopolisacáridos, ambos considerados factores de virulencia críticos en S. aureus. 

El análisis proteómico reveló quince proteínas diferencialmente expresadas, involucradas en 

el metabolismo de nucleótidos, la biosíntesis de aminoácidos y la reparación del ADN. El 

análisis bioinformático mediante STRING y la anotación por Ontología Génica evidenciaron 

un cambio metabólico en respuesta al tratamiento. Los estudios de acoplamiento molecular 

(docking) demostraron interacciones estables entre los principales componentes del aceite 

esencial (timol, carvacrol y p-cimeno) y proteínas clave asociadas con la formación de 

biofilm. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren que el aceite esencial LOT-II interfiere con 

rutas metabólicas y regulatorias esenciales para el desarrollo de biofilm y la virulencia en S. 

aureus, lo que respalda su potencial como estrategia complementaria frente a infecciones 

estafilocócicas persistentes. 
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Abstract 

Title: Effect of Lippia origanoides Essential Oil on Staphylococcus aureus Biofilm: A Proteomic and 

Phenotypic Approach 

Autor: Stefania Correa Duarte 

Key Words: Lippia origanoides essential oil; Staphylococcus aureus; Biofilm inhibition; Proteomics; 

Antivirulence; Molecular docking. 

 

Description: Staphylococcus aureus biofilm formation plays a crucial role in antimicrobial resistance 

and chronic infections, especially in methicillin-resistant strains. In this study, we investigated the 

antibiofilm and antivirulence effects of Lippia origanoides essential oil chemotype thymol (LOT-II) 

against S. aureus ATCC 43300 and explored its mechanism of action using phenotypic, proteomic, 

and in silico approaches. LOT-II demonstrated potent antibacterial activity with a MIC₅₀ of 0.09 mg/mL 

and inhibited biofilm formation by up to 50% at subinhibitory concentrations without cytotoxic effects 

on eukaryotic cells. Additionally, LOT-II significantly reduced hemolysin production and 

exopolysaccharide synthesis, both critical virulence factors in S. aureus. Proteomic analysis revealed 

fifteen differentially expressed proteins involved in nucleotide metabolism, amino acid biosynthesis, 

and DNA repair. Bioinformatic analysis using STRING and Gene Ontology annotation indicated a 

metabolic shift in response to treatment. Molecular docking demonstrated stable interactions between 

major EO components (thymol, carvacrol, and p-cymene) and key biofilm-associated proteins. 

Overall, our findings suggest that LOT-II essential oil disrupts metabolic and regulatory pathways 

essential for biofilm development and virulence in S. aureus, supporting its potential as a 

complementary strategy against persistent staphylococcal infections. 
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Introducción 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un proceso natural en los microorganismos 

que se puede dar a través de diferentes mecanismos como: inactivación enzimática, 

modificación en la permeabilidad de la membrana, activación de las bombas de flujo, 

modificación de rutas metabólicas, entre otros(Sultan et al., 2018). La RAM es definida como 

una amenaza a nivel mundial, porque la infección causada por bacterias resistentes puede 

tener consecuencias graves, incluyendo enfermedad y hospitalización prolongada, mayores 

costos médicos y mayor mortalidad (Kumar et al., 2024). 

En el año 2014 la Organización Mundial de la Salud (OMS), creo un plan de acción mundial 

sobre la RAM y emitió un informe, el cual fue actualizado en el 2024 (World Health 

Organization, 2014). En este informe, publicaron un listado de microorganismos prioritarios 

para el desarrollo, la investigación de nuevos tratamientos y estrategias para el control de la 

resistencia antimicrobiana, entre los que se encuentra Staphylococcus aureus (World Health 

Organization, 2014, 2024). 

S. aureus es una bacteria patógena que causa diversas infecciones tanto en la comunidad 

como en entornos hospitalarios. Desde la introducción de los antimicrobianos, ha sido uno 

de los microorganismos más difíciles de controlar debido a su capacidad para desarrollar 

resistencia, siendo de los primeros en crear resistencia a la penicilina(Mcguinness et al., 

2017). Posteriormente, con la llegada de la meticilina, surgieron cepas resistentes a este 

antibiótico (SARM), cuya presencia se reportó ampliamente en hospitales durante la década 

de los noventa(Wasserman & Taljaard, 2011). Se estima que más del 60 % de las cepas de S. 

aureus aisladas en unidades de cuidados intensivos, han mostrado resistencia a 
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antimicrobianos existentes como β-lactámicos (penicilinas, cefalosporinas), tetraciclinas, 

fluoroquinilonas, etc (Rodríguez-Rojas et al., 2013; Rodríguez, F. et al., 2020).  

Debido a la escasez de tratamientos efectivos, la OMS ha clasificado a S. aureus como una 

de las bacterias en prioridad alta, en cada uno de sus informes publicados desde el año 2015. 

Esto se debe a que representa un grave problema de salud tanto en la comunidad como en el 

ámbito hospitalario, causando infecciones pulmonares y del torrente sanguíneo, sepsis e 

incluso la muerte si no se trata a tiempo (World Health Organization, 2024).  

S. aureus posee diversas estrategias de supervivencia como la producción de toxinas, 

proteasas y la formación de biofilm. Siendo esta última de gran importancia para la resistencia 

a factores externos (Tong et al., 2015). 

El biofilm es una aglomeración de bacterias sésiles inmersas en una matriz de 

exopolisacáridos, proteínas y ADN extracelular(Flemming & Wingender, 2010) . Por sus 

propiedades físicas, químicas y biológicas, confiere resistencia contra factores externos como 

los antimicrobianos, la desecación y el sistema inmune contribuyendo a la cronicidad de las 

infecciones y a su recurrencia, convirtiéndolo en uno de los principales desafíos para la 

terapia antimicrobiana actual (Koo et al., 2017).   

Se estima que el biofilm se encuentra involucrado aproximadamente en el 65 % al 85 % de 

las infecciones bacterianas, especialmente en aquellas relacionadas a dispositivos médicos 

implantables (Kranjec et al., 2021; Guo et al., 2022).  Actualmente, estas infecciones son 

tratadas con terapias antibióticas sistémicas poco eficientes debido a la farmacorresistencia 

del biofilm (Parastan et al., 2020; Kranjec et al., 2021). Esta resistencia, está relacionada a 

las características intrínsecas como lo son: 1) una baja tasa metabólica que disminuye la 



EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ORIGANOIDES SOBRE...  

14 
 

efectividad de compuestos relacionados a la replicación celular, 2) una alta concentración de 

proteasas extracelulares que pueden degradar rápidamente moléculas externas, y 3) un 

sistema de difusión de nutrientes a través del exopolisacárido que disminuye las 

concentraciones activas de los antibióticos(Olsen, 2015; Singh et al., 2017). 

Debido a lo anterior, se hace indispensable la investigación y desarrollo de nuevos agentes 

terapéuticos que interfieran con la formación de biofilm, permitiendo un impacto directo a la 

supervivencia del microorganismo. En este contexto, el estudio de los componentes 

bioactivos de plantas medicinales y aromáticas ha aumentado exponencialmente en la última 

década (Abers et al., 2021). Los aceites esenciales (AE) son fitoproductos lipófilos y volátiles 

que se pueden extraer de diferentes partes de las plantas, como hojas, raíces, flores, brotes, 

frutos, tallos, semillas y maderas. Se caracterizan por ser mezclas complejas de metabolitos 

secundarios que presentan diferentes propiedades químicas y biológicas (Millezi et al., 2012).  

El mecanismo de acción de los AEs depende en su mayoría de su composición química, y su 

actividad biológica no depende de un único mecanismo, sino que corresponde a un grupo de 

reacciones que involucran toda la célula bacteriana (Koo et al., 2017).  Diversos autores han 

planteado que los componentes de los AE tienen como diana. La membrana celular, en donde 

la interacción de sus componentes hidrofóbicos con los lípidos y proteínas presentes provoca 

daños metabólicos y muerte celular (da Silva et al., 2021),cambios en la producción del ATP, 

y alteración en la síntesis de aminoácidos e inhibición de procesos metabólicos localizados 

en la membrana plasmática (Faleiro, 2011.; Nazzaro et al., 2013; Saad et al., 2013).  

Sin embargo, debido a la complejidad de su composición se requieren estudios, para evaluar 

los efectos individuales y sinérgicos de los componentes sobre diferentes metabolismos; tales 

como metabolismo del nitrógeno o glucolisis.  En la actualidad, existen diferentes estudios 
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sobre técnicas basadas en algunas ciencias ómicas que han demostrado hipótesis relacionadas 

con posibles blancos terapéuticos. No obstante, pocas investigaciones se han centrado en el 

estudio del mecanismo de acción de los Aes a través de estrategias moleculares como la 

proteómica (Čabarkapa et al., 2019; Lofa et al., 2019; Barbosa et al., 2020; Tang et al., 2020). 

En el presente estudio, se evaluó el efecto antibiofilm del aceite esencial Lippia origanoides 

quimiotipo timol (LOT-II-) sobre S. aureus resistente a la Meticilina ATCC 43300, y se 

identificaron posibles proteínas relacionadas con la formación del biofilm antes y después del 

tratamiento y su interacción con los componentes principales( Timol, p-cimeno y carvacrol) 

del AE de LOT-II, utilizando docking molecular. 
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Resumen 

La formación de biofilm por parte de Staphylococcus aureus contribuye significativamente 

a su persistencia y resistencia a los antimicrobianos convencionales, representando un desafío 

clínico importante, especialmente en cepas resistentes a la meticilina (SARM). En este 

estudio se evaluó la actividad antibiofilm y antivirulencia del aceite esencial de Lippia 

origanoides quimiotipo timol (LOT-II) frente a S. aureus ATCC 43300, y se exploró su 

mecanismo de acción mediante aproximaciones fenotípicas y proteómicas. El aceite esencial 

mostró actividad antimicrobiana con una CMI₅₀ de 0.09 mg/mL y redujo significativamente 

la formación de biofilm hasta en un 50% a concentraciones subinhibitorias, sin afectar la 

viabilidad de células eucariotas. Además, inhibió la producción de hemolisinas y 

exopolisacáridos, dos factores clave de virulencia. El análisis proteómico del biofilm reveló 

15 proteínas diferencialmente expresadas, relacionadas con rutas de biosíntesis de 

nucleótidos, metabolismo de aminoácidos y reparación del ADN, sugiriendo una 

reprogramación metabólica tras el tratamiento, según los análisis en STRING y ontología 

génica. El análisis de docking molecular confirmó interacciones estables entre timol, 

carvacrol y p-cimeno con proteínas blanco-implicadas en la formación de biofilm y la 

homeostasis celular. Estos hallazgos evidencian que el AE de L. origanoides LOT-II interfiere 

con rutas metabólicas y mecanismos de virulencia esenciales en S. aureus, lo que respalda su 

potencial como terapia coadyuvante frente a infecciones asociadas a biofilm. 
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1 Hipótesis 

 

El aceite esencial de Lippia origanoides, afecta la expresión de proteínas relacionadas 

con la formación del biofilm tales como proteínas de adhesión, comunicación celular y 

de estrés oxidativo de S. aureus ATCC 43300. 

 

2 Objetivos 

2.1 Objetivo general 

Identificar los patrones de expresión proteica de la formación del biofilm de S. aureus 

ATCC 43300 expuesto al aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-

II-). 

Objetivos específicos   

❖ Determinar la expresión diferencial de proteínas de S. aureus ATCC 43300 en 

estado sésil con y sin tratamiento con el aceite esencial de Lippia origanoides 

quimiotipo timol (LOT-II) mediante proteómica 2D.  

❖ Identificar las proteínas con expresión diferencial relacionadas en la formación de 

biofilm de S. aureus ATCC 43300 con y sin tratamiento con el aceite esencial de 

Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-II) mediante espectrometría de masas. 

❖ Evaluar la interacción de los componentes principales del aceite esencial de 

Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-II-), sobre las proteínas con expresión 

diferencial, usando docking molecular. 
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3 Marco teórico 

3.1 Staphylococcus aureus  

Es un coco aerobio Gram-positivo perteneciente a la familia Staphylococcaceae, ubicuo de 

la microbiota de la piel y mucosas, agente causal de infecciones de difícil resolución en 

pacientes inmuno-comprometidos (Vanegas Múnera et al., 2017). Esta bacteria fue 

inicialmente aislada por Alexander Ogston en 1881, y descrita como parte del género por 

Antón J. Rosenbach en 1884.   

S. aureus se relaciona con infecciones agudas o crónicas de origen nosocomiales o 

comunitario, las cuales pueden ser superficiales como heridas en piel y tejidos blandos, o 

sistémicas como la bacteremia, neumonía, endocarditis, meningitis, osteomielitis, síndrome 

de choque tóxico, entre otras (Klevens et al., 2007; World Health Organization, 2024). 

Adicionalmente, S. aureus tiene la capacidad de formar biofilm colonizando superficies 

bióticas y abióticas como epitelios o dispositivos médicos, contribuyendo a la persistencia 

bacteriana y a la disminución de la efectividad de las terapias convencionales (Tong et al., 

2015; Oliveira et al., 2018). 

3.2  Resistencia a los antimicrobianos 

Los compuestos antimicrobianos son sustancias, de origen natural o sintético, que impiden 

el crecimiento de diversos microorganismos. Estos desempeñan un papel esencial en la 

medicina; sin embargo, su uso excesivo ha favorecido el desarrollo acelerado de resistencia 

en microorganismos como S. aureus, dificultando su control y tratamiento(Singh et al., 2017).  

Tanto la OMS como el Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) han 

alertado sobre el impacto global de las infecciones causadas por bacterias resistentes, 
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considerándolas una grave amenaza para la salud pública y una de las principales causas de 

mortalidad en diversas regiones del mundo. En respuesta a esta problemática, han elaborado 

listas de microorganismos prioritarios que requieren el desarrollo urgente de nuevas 

estrategias terapéuticas, entre las que se incluye, pero no se limita, la identificación de nuevas 

moléculas con actividad antimicrobiana (Woolhouse et al., 2016; CDC, 2024; World Health 

Organization, 2024). 

3.3 Biofilm 

El biofilm se describe como una o varias comunidades de microrganismos adheridos sobre 

una superficie y encapsulados en una matriz de exopolisacárido (EPS) que confiere 

protección contra diferentes factores externos (Flemming & Wingender, 2010; Vasudevan, 

2014). Además, permite una distribución controlada de los nutrientes y desechos de la 

biopelícula, mientras protege a las células individuales de la acción de agentes como biocidas 

y antimicrobianos(Flemming & Wingender, 2010; Millezi et al., 2012; Del Pozo, 2018). 

S. aureus forma biofilm mediante mecanismos de comunicación celular, lo que le confiere 

mayor adherencia y resistencia. Además, es capaz de proliferar en heridas, tejidos y 

dispositivos médicos; característica que los hace responsables de muchas infecciones 

persistentes. Sin embargo, la salud humana y animal no son las únicas afectadas por la 

formación de biofilm, en la industria agroalimentaria se reportan importantes pérdidas 

económicas por la presencia de este en tuberías o alimentos ( Rogers et al., 2009; Millezi et 

al., 2012; Akens et al., 2018).  

 Su biofilm se encuentra compuesto por: Proteínas, ADN extracelular, carbohidratos 

organizados como el polisacárido adhesina intercelular (PIA) (Bhattacharya et al., 2015; Hao, 

Z et al., 2021); lo cual le permite a la comunidad bacteriana incrementar su resistencia a 
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factores ambientales adversos, como la presencia de antibióticos o la respuesta inmune del 

hospedero, lo que ocasiona tratamientos más extensos, menos efectivos y más 

costosos(Akens et al., 2018; Parastan et al., 2020).  

La formación del biofilm se da en varias etapas (figura 1) las cuales se describen a 

continuación:  

• Unión inicial o fijación a la superficie: Inicia cuando las células planctónicas que flotan 

libremente se adhieren a la superficie disponible e inician el proceso de colonización. La 

adhesión a una superficie depende de factores físicos como la carga superficial, la 

rugosidad y la temperatura; y de factores químicos como el pH, el sustrato, el oxígeno 

disuelto y la composición del medio (Asma et al., 2022). La unión está mediada por una 

serie de proteínas de tipo estructurales, adhesivas, enzimáticas o de defensa ancladas a la 

pared celular específicas que pueden clasificarse según sus propiedades estructurales y 

funcionales (Foster, 2019).  

En el biofilm de Staphylococcus se han descrito varios polisacáridos; sin embargo, el 

primer y principal determinante de las fases de unión y multiplicación es el polisacárido 

de adhesión intercelular (PIA), es clave en las fases de unión, multiplicación y protección 

que consiste en N -acetil-glucosamina polimérica (PNAG) (Akhtar et al., 2022). 

•  Formación de monocapa y producción de exopolisacárido: Esta etapa esta mediada 

por el aumento constante sustancias poliméricas extracelulares y formación de 

microcolonias en diferentes multicapas celulares. Las células presentes en cada multicapa 

tendrán un metabolismo energético diferente, acorde a sus necesidades nutricionales y 

estas regulaciones de comunidad estarán mediadas por diferentes mecanismos de 

comunicación celular como el Quorum sensing (QS), Producción de Fenol-Soluble 



EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ORIGANOIDES SOBRE...  

21 
 

Modulins (PSMs) o transferencia de señales químicas (metabolitos, iones) (van Wolferen 

et al., 2018). 

• Estructuración, maduración y dispersión:  La estructuración, implica la formación de 

una arquitectura compleja con diferentes canales que permiten la importación y 

exportación de nutrientes y desechos (Davey & O’toole, 2000). Durante la maduración 

se presenta una combinación de polímeros polianiónicos, exopolisacaridosos y pegajosos 

que se excretan al exterior para mantener una adhesión entre células-células y células-

superficie, responsables de proteger a las bacterias contra la desecación, la oxidación, la 

acción de antibióticos, metales y la acción de elementos del sistema inmune (Kaplan, 

2010).  Finalmente, después de la maduración/proliferación de la biopelícula, las células 

dentro de la biopelícula pueden reactivarse a un estado planctónico mediante dispersión 

(Kaplan, 2010).  

El principal mecanismo de dispersión del biofilm utilizado por S. aureus es la producción 

de varias exoenzimas y tensioactivos para degradar la matriz extracelular formada (Lister 

& Horswill, 2014). Las células liberadas aun podrían estar agrupadas y envueltas en EPS 

lo que facilitaría la colonización de nuevas superficies, para formar nuevas biopelículas 

(Asma et al., 2022; Nguyen et al., 2020; O’toole et al., 2000). 
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Figura  1 Ciclo de la formación del biofilm en Staphylococcus 

Adaptado de (Vázquez-Sánchez & Rodríguez-López, 2017) 

 

 

3.3.1 Farmacorresistencia generada por el biofilm 

El biofilm forma una estructura compacta que otorga a la comunidad microbiana diversas 

ventajas para su supervivencia, como la generación de interacciones físicas y químicas que 

inducen cambios en la tasa de crecimiento y en la morfología bacteriana en respuesta al estrés 

(Flemming et al., 2016). 

Además, esta estructura confiere protección a las bacterias frente a los antibióticos 

convencionales y otros antimicrobianos mediante distintos mecanismos. Entre los más 

relevantes se encuentran la barrera de difusión creada por la matriz de exopolisacáridos, la 

transferencia horizontal de genes de resistencia y la regulación a través del sistema de quorum 

sensing, que contribuye a la tolerancia antimicrobiana, porque permite a la población 

bacteriana actuar como un organismo colectivo, regulando la formación, maduración y 

dispersión del biofilm. Al inducir respuestas coordinadas como la producción de matriz 

protectora, modulación del metabolismo y diferenciación celular, dificultando su penetración 
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y eficacia. Estas características hacen que la producción del biofilm represente un desafío 

significativo para los tratamientos convencionales, lo que ha impulsado la búsqueda de 

nuevas estrategias terapéuticas(Billings et al., 2015; Fux et al., 2005; Mah, 2012). 

4 Alternativas terapéuticas 

4.1  Aceites esenciales (AE) 

A lo largo de la historia, las plantas han sido una fuente clave de compuestos bioactivos 

utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades, gracias a sus propiedades biológicas. 

Estas producen una gran variedad de metabolitos secundarios esenciales para la interacción 

con plagas, patógenos y polinizadores(Anjali et al., 2023; Barberis et al., 2023). En los 

últimos años, ha resurgido el interés por el estudio de sustancias naturales y metabolitos 

extraídos de plantas con propiedades biológicas comprobadas. Dichas investigaciones han 

permitido identificar moléculas con potencial biofarmacéutico, entre las que destacan los 

polifenoles, terpenos y alcaloides(De Sousa, 2015; Sadgrove et al., 2022).Los AE son 

líquidos de baja densidad almacenados en glándulas secretoras conocidas como tricomas 

glandulares y se obtienen principalmente mediante procesos de hidrodestilación(Murbach 

Teles Andrade et al., 2014). Sus principales componentes son compuestos terpenoides y 

fenólicos, cuya actividad biológica ha sido ampliamente documentada(Caballero-Gallardo et 

al., 2023; Pandey et al., 2017; Tariq et al., 2019a). 

4.2 Lippia origanoides 

Lippia origanoides, conocida comúnmente como orégano de monte, es un pequeño arbusto 

de la familia Verbenaceae que se caracteriza por sus inflorescencias blancas (Orlando & 

Cadena, 2003). Esta planta puede alcanzar hasta tres metros de altura y posee hojas simples-
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opuestas de distintos tamaños. Es nativa de regiones tropicales de Sudamérica y predomina 

en zonas semiáridas con suelos pobres en nutrientes(Orlando & Cadena, 2003). Su 

distribución abarca países como Colombia, Venezuela, Trinidad, Guyana y Brasil, y en 

Colombia se encuentra en regiones biogeográficas como los Andes, la Llanura del Caribe, el 

Valle del Cauca y el Valle del Magdalena (GBIF, 2021). 

El género Lippia incluye numerosas especies consideradas plantas medicinales, utilizadas en 

la medicina tradicional por sus propiedades antimicrobianas, sedantes digestivas, analgésicas 

y expectorantes. Estas aplicaciones se deben a la diversidad de metabolitos secundarios 

presentes en la planta, responsables de sus efectos terapéuticos (Parra Torres et al., 2007). 

El AE de L. origanoides presenta variaciones en su composición química, lo que ha permitido 

clasificarlo en tres quimiotipos según sus principales compuestos: quimiotipo A, rico en p-

cimeno; quimiotipo B, con predominio de carvacrol; y quimiotipo C, caracterizado por su 

alto contenido de timol (Stashenko et al., 2010)La bioactividad de estos quimiotipos ha sido 

evaluada en diversos estudios de tipo repelente, antibacteriano o anticancerigeno, mostrando 

resultados prometedores contra bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus 

epidermidis (Cáceres et al., 2020; Guillín et al., 2021), hongos como Phytophthora infestans 

(Acosta et al., 2019) y parásitos como Trypanosoma evansi (Baldissera et al., 2017) 

4.3 Actividad biológica de los aceites esenciales 

La actividad biológica de los AEs está influenciada por la interacción sinérgica o antagónica 

entre sus diversos metabolitos (Costa et al., 2019; Games et al., 2016). Se ha documentado 

que los compuestos presentes en los AE, especialmente aquellos derivados de fenoles, 

cetonas, aldehídos e hidrocarburos están relacionados con una mayor actividad 
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antimicrobiana, actuando sobre múltiples dianas biológicas (Bassolé & Juliani, 2012; 

Méndez et al., 2019). 

En particular, la eficacia de los terpenos fenólicos depende en gran medida de la posición del 

grupo hidroxilo libre, el cual interacciona con los compuestos hidrófobos de la membrana 

bacteriana, como los fosfolípidos, alterando su integridad y funcionalidad (Kauffmann & 

Castro, 2023; Nazzaro et al., 2013). 

Por otro lado, diversos estudios han explorado los mecanismos de acción de los AE mediante 

el uso de docking molecular, evaluando interacción entre ligando y componentes del AE (da 

Nóbrega Alves et al., 2020), disciplinas ómicas, como la transcriptómica y metabolómica(Liu 

et al., 2024; Sivaranjani et al., 2019),  así como la proteómica (Du et al., 2020; Tang et al., 

2020), las cuales sugieren que los AE pueden reducir la formación de biofilm (Feizi et al., 

2023), atravesar la pared celular y la membrana citoplasmática, y modificar la estructura de 

polisacáridos, ácidos grasos y fosfolípidos, lo que incrementa la permeabilidad celular. Estos 

efectos provocan la pérdida de iones, la disminución del potencial de membrana, el colapso 

de la bomba de protones, el agotamiento de ATP, la coagulación del citoplasma, el daño en 

proteínas y lípidos estructurales, y la fuga de macromoléculas, lo que finalmente conduce a 

la lisis celular (A. Martínez et al., 2021a; Pai et al., 2023). 
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5 Estudio de mecanismo de acción de los AEs 

5.1 Proteómica 

El proteoma representa el conjunto de proteínas totales que se expresan en un compartimiento 

biológico (célula, tejido u órganos) en un tiempo y condiciones específicas. Las proteínas, 

son macromoléculas constituidas por una o más cadenas largas de aminoácidos, determinadas 

por una secuencia de ADN del gen correspondiente (Torrades, 2004). 

La proteómica, permite analizar e identificar proteínas provenientes de diferentes matrices 

biológicas determinando cambios en la expresión, en su ubicación o en su composición(Díaz 

Martín et al., 2019). Ha sido utilizada para investigar diferencias en los perfiles de expresión 

de proteínas de bacterias cultivadas y tratadas con posibles agentes terapéuticos, como 

antibióticos, nanopartículas y AE(Tariq et al., 2019b; Barbosa et al., 2020; Tang et al., 2020; 

Trevisan et al., 2020; Piras et al., 2021). El desarrollo de nuevas metodologías ha permitido 

el análisis de muestras complejas como el biofilm, en donde la proteómica como ciencia, 

permite una mayor comprensión de la conformación del este y su respuesta a determinados 

estímulos (Tang et al., 2020). Entre las metodologías más utilizadas y costo eficientes, se 

encuentra la electroforesis en gel bidimensional (2DE) junto con la espectrometría de masas 

(MS), utilizada por diversos autores en la caracterización de proteomas de S. aureus en 

diferentes condiciones de crecimiento (Jenkins et al., 2014; Tang et al., 2020; Valliammai et 

al., 2020; Xu et al., 2017). 

Adicionalmente, los avances en herramientas moleculares, técnicas analíticas y adquisición 

de imágenes de miniaturización han permitido el análisis del proteoma del biofilm de forma 

dinámica y multidisciplinar permitiendo determinar efectos en el comportamiento proteico 
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desde una perspectiva macro, hasta una perspectiva individual, con el estudio de una celula 

a través de proteómica (Trevisan et al., 2020) 

Estudios proteómicos en S. aureus han llevado a la descripción de múltiples mecanismos que 

le permiten hacer frente a los antibióticos y péptidos antimicrobianos. Estos mecanismos 

incluyen adaptaciones en las funciones metabólicas, vías reguladoras y cambios en la 

biogénesis de la envoltura celular (Cáceres et al., 2020b; Gómez-Sequeda et al., 2020). En el 

2020, Tang y colaboradores, determinaron por proteómica bidimensional comparativa que 

SARM en tratamiento con el AE de Amomum villosum afecta la síntesis de proteínas 

generando alteración en la permeabilidad de membrana, afectando el crecimiento y división 

celular (Tang et al., 2020) 

6 Docking molecular 

El docking molecular es un método computacional usado para el estudio del mecanismo de 

acción de antimicrobianos por simulación de cómo una molécula o ligando interactúa 

específicamente con una proteína o receptor, permitiendo a los investigadores entender como 

el compuesto se une e interrumpe diferentes procesos bacterianos ocasionando la muerte de 

la célula(da Nóbrega Alves et al., 2020). 

Esta metodología resulta especialmente útil para estudios de compuestos naturales, ya que 

proporciona información preliminar sobre sus posibles blancos moleculares y mecanismos 

de acción. En el contexto de la búsqueda de nuevas terapias antimicrobianas, el docking 

permite analizar cómo ciertos compuestos fenólicos presentes en aceites esenciales pueden 

unirse a enzimas bacterianas involucradas en procesos vitales como la síntesis de la pared 

celular, el metabolismo energético o la formación de biofilm. 
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7 Materiales y métodos 

7.1 Materiales 

Los solventes acetonitrilo, isopropanol, metanol, acido orto-fosfórico, entre otros fueron de 

grado HPLC marca MERCK. El bicarbonato de amonio, urea, glutaraldehído, el THPS, 

CHAPS TRIS, DTT, Iodoacetamida y Tripsina fueron adquiridos en calidad biología 

molecular de SigmaAldrich y BIORAD. El agua utilizada para todos los procedimientos fue 

calidad HPLC libre de RNAsa, DNAsa y proteasas.  Todo el material de plástico fue estéril, 

libre de RNAsa, DNAsa y proteasas. El material de vidrio fue libre de detergentes, exclusivo 

para la experimentación en proteómica, esterilizado por calor húmedo en una autoclave All 

American.  

7.2 Cepa bacteriana 

La cepa de trabajo fue Staphylococcus aureus ATCC 43300 fue adquirida comercialmente de 

Kwit-stick™ microbiologics® (Minesota, EEUU) por el Grsobreexpresadoo de 

Investigación en Bioquímica y Microbiología (GIBIM).  La metodología realizada en este 

trabajo de investigación se realizó en dos fases y se presenta de forma general en el esquema 

1. 
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Esquema 1. Metodología general realizada 

 

7.3 Aceite esencial 

Se evaluó un aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-ll).  

La extracción y caracterización de la composición química de LOT-II fue realizada por el 

Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrialización de Especies Vegetales 

Aromáticas y Medicinales Tropicales (CENIVAM), reportando nueve metabolitos en su 

composición química, que corresponden a compuestos oxigenados, hidrocarburos 

monoterpénicos, hidrocarburos sesquiterpénicos entre otros (tabla 1). 

 

Tabla 1 Caracterización química del aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo 

timol (LOT-II-) 
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Compuestos Porcentaje en LOT-II 

 

Carvacrol 

 

 

Metiltioéter  

 

 

 

Óxido de cariofileno  

 

 

timol 

 

 

Trans-β- cariofileno  

 

72.3 

1 

1 

 

4.4 

 

1 
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α-humuleno 

 

 

β-mirceno 

 

 

γ-terpineno 

  

 

P-cimeno 

 

 

10.7 

1 

2.1 

2.1 
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7.4 Evaluación de la actividad Biológica  

7.4.1 Evaluación de la actividad antimicrobiana de LOT-II in vitro sobre 

células planctónicas 

La evaluación de la actividad antimicrobiana del LOT-II se determinó mediante el método de 

microdilución en caldo, con algunas modificaciones (CLSI, 2015) 

En una microplaca de 96 pocillos, se prepararon diluciones seriadas del AE en agua 

peptonada al 0.1%, con concentraciones que oscilaron entre 0.07 mg/mL y 1.5 mg/mL. 

Posteriormente, se añadió a cada pozo suspensión bacteriana suficiente para obtener una 

concentración de inóculo final equivalente a 0.5 en la escala de McFarland, lo que 

corresponde a 108 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). El cultivo in 

vitro se incubó a 37 °C con agitación constante a 200 rpm durante 8 h, y la densidad óptica 

(DO) se midió a 595 nm en un espectrofotómetro de microplacas Multiskan SkyHigh de 

Thermo Fisher. La concentración mínima inhibitoria (CMI) se definió como la menor 

concentración del AE y de los compuestos capaz de inhibir el crecimiento planctónico de la 

bacteria. 

Tras la cinética de crecimiento, con el fin de evaluar la concentración mínima bactericida 

(CMB) del AE, se tomó una alícuota de 100 µL de cada pozo con diferentes diluciones del 

AE y se incubó en 900 µL de medio líquido BHI a 37 °C durante 24 h. Luego, se extrajo una 

alícuota de 10 µL y se transfirió a placas de agar BHI para confirmar el efecto bactericida 

mediante el recuento de colonias viables. El valor de la CMB se determinó como la 

concentración en la que se inhibió el 99% del crecimiento bacteriano en comparación con el 

control positivo de crecimiento (sin tratamiento con el AE). 
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Todos los experimentos se realizaron por triplicado, en tres experimentos independientes. 

7.4.2 Evaluación de la actividad antimicrobiana de componentes principales 

del AE LOT-II in vitro sobre células planctónicas 

La evaluación de la actividad antimicrobiana de tres de los componentes mayoritarios del AE 

LOT-II según la tabla 1(timol, carvacrol y ρ-cimeno) se determinó mediante el método de 

microdilución en caldo, con algunas modificaciones (CLSI, 2015). 

En una microplaca de 96 pocillos, se prepararon diluciones seriadas de los compuestos en 

agua peptonada al 0.1%, con concentraciones que oscilaron entre 0.07 mg/mL y 1.5 mg/mL. 

Posteriormente, se añadió a cada pozo suspensión bacteriana suficiente para obtener una 

concentración de inóculo final equivalente a 0.5 en la escala de McFarland, lo que 

corresponde a 108 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). El cultivo in 

vitro se incubó a 37 °C con agitación constante a 200 rpm durante 8 h, y la densidad óptica 

(DO) se midió a 595 nm en un espectrofotómetro de microplacas Multiskan SkyHigh de 

Thermo Fisher. La concentración mínima inhibitoria (CMI) se definió como la menor 

concentración del AE y de los compuestos capaz de inhibir el crecimiento planctónico de la 

bacteria. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado en experimentos independientes. 

 

7.4.3 Cuantificación de la formación del biofilm de S. aureus en el tiempo 

Para evaluar la formación del biofilm a lo largo del tiempo, se empleó el método descrito por 

O'Toole (2011), con algunas modificaciones. 



EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ORIGANOIDES SOBRE...  

34 
 

Brevemente, se cultivó S. aureus en 3 mL de medio líquido TSB durante la noche. Luego, el 

cultivo se ajustó a una densidad óptica equivalente a 0.5 en la escala de McFarland y se 

realizaron diluciones seriadas (1:10 y 1:100) en TSB suplementado con glucosa al 2 % para 

obtener el inóculo. 

Para la formación del biofilm, se utilizaron microplacas de 96 pocillos de poliestireno de 

fondo redondo (debido a que este tipo de formato facilita una mejor distribución y 

recuperación del inóculo), que fueron incubadas a 37 °C sin agitación durante 4, 12 y 24 

horas. Tras cada periodo de incubación, las microplacas se lavaron cuidadosamente tres veces 

con agua peptonada al 0.1 % para eliminar las células planctónicas. Luego, las células 

adheridas se tiñeron con cristal violeta al 0.4 % (p/v). Finalmente, el colorante retenido se 

resuspendió con ácido acético al 30 % (v/v) y la absorbancia a 595 nm se midió en un 

espectrofotómetro de microplacas Multiskan SkyHigh de Thermo Fisher. 

7.4.4 Actividad inhibitoria de la formación del biofilm del AE LOT-II 

Se determinó la capacidad inhibición de la formación del biofilm del AE de LOT-II sobre S. 

aureus. La inhibición de la formación del biofilm se determinó como lo describió Martínez 

et al., (2020) con algunas modificaciones. Se usaron microplacas de poliestireno de 96 

pocillos fondo redondo para la formación de biofilm. Se realizaron cultivos overnight de 3 

mL de S. aureus en medio TSB. Seguidamente, se realizó una dilución 1:10 en medio TSB 

suplementado con glucosa al 2%. Se transfirieron 100 µL del inóculo bacteriano a cada pozo 

que contenía concentraciones subinhibitorias de la CMI₅₀ (sub-CMI que iban desde 50 µg/mL 

a 150µg/mL) de LOTC II. Se utilizaron 100 µL de inóculo bacteriano y 100 µL de agua 

peptonada como control de formación de biofilm. Las microplacas se incubaron a 37 °C por 

24 h.  
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Después del periodo de incubación, las microplacas se lavaron tres veces con agua peptonada 

para eliminar las células planctónicas y el biofilm adherido al pozo se tiñó con cristal violeta 

0.4%(p/v) según el procedimiento previamente descrito (O’Toole, 2010)como se mencionó 

anteriormente. Todos los experimentos se realizaron por triplicado en tres replicas biológicas. 

El porcentaje de inhibición se calculó utilizando la siguiente ecuación: Ecuación 1 

𝑃𝐼 = 100 − 𝑃𝐹 

𝑃𝐹 =
𝐴𝐶𝑃 − 𝐴𝑀

𝐴𝐶𝑃
 

En donde:  

PI= Porcentaje de inhibición 

PF= Porcentaje de formación  

ACP= Absorbancia control positivo 

AM= Absorbancia de la muestra 

7.4.5 Efecto del aceite esencial sobre la viabilidad celular de células eucariotas 

El ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) se realizó en la 

línea celular VERO para verificar el efecto citotóxico de LOT-II. Las células VERO se 

cultivaron en medio DMEM, suplementado con suero fetal bovino al 7% y 100 µg/mL de 

gentamicina (pH 7,4). El cultivo celular se mantuvo a 37 °C y 5% de CO 2. La viabilidad 

celular se determinó mediante el método descrito por Mosmann(Mosmann, 1983). Con este 

método, las células viables y metabólicamente activas reducen la sal de tetrazolio (MTT) a 

cristales de formazán, que son solubles en DMSO, y la absorbancia se mide a 570 nm. Para 

ello, las células se sembraron en placas de 96 pocillos (7500 células/pocillo) y se incubaron 

durante 24 h, como se describió anteriormente. Luego, las células se trataron con LOT-II a 
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50, 75, 90 y 100ug/uL durante 48 h. Los valores de viabilidad celular se expresaron como 

porcentaje del control (sin aceite esencial). 

7.4.6 Actividad antivirulencia 

El posible efecto inhibitorio de LOT-II sobre factores de virulencia como la producción de 

hemolisina y producción de exopolisacarido, se evaluó siguiendo el método reportado en la 

literatura (Lee et al., 2016; Suárez et al., 2021) respectivamente. Se preparó un cultivo 

overnight de S. aureus en caldo TSB a 37 ºC y agitación orbital a 200 rpm. Posteriormente 

se diluyó el cultivo cien veces en caldo TSB suplementado con glucosa al 2% y se sembraron 

100 µL en microplacas BRAND de 96 pocillos fondo plano que contenían 100 µL del AE 

LOT-II en concentraciones sub-CMI. Posteriormente, la microplaca se incubó durante 24 h a 

37 ºC y se mantuvo en agitación constante a 200 rpm. Los controles positivos se prepararon 

mezclando 100 µL de cultivo con 100 µL agua peptonada al 0.1%. 

7.4.6.1 Hemolisina  

Se centrifugó sangre sintética adquirida comercialmente a 4000g durante 4 minutos con el 

fin de preparar una suspensión de glóbulos rojos al 1% en solución salina tamponada en 

fosfato (PBS). Para evaluar la hemólisis, se mezclaron 100 µL del sobrenadante del cultivo 

de S. aureus ( tratado previamente con concentraciones sub-MIC del AE) en una microplaca, 

junto con 100 µL de la suspensión de glóbulos rojos. La mezcla se incubó a 37 °C durante 1 

hora. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 4,400 × g durante 10 minutos, se 

recuperó el sobrenadante y, finalmente, se midió la absorbancia a una longitud de onda de 

543 nm. 
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7.4.6.2 Producción de exopolisacárido   

La producción de exopolisacárido se analizó cultivando S. aureus en agar rojo Congo. Las 

placas de agar contenían caldo de infusión de cerebro y corazón (BHI), sacarosa y rojo 

Congo. Esta prueba se basa en los cambios fenotípicos de las colonias, especialmente en su 

coloración: las cepas productoras de exopolisacárido forman colonias negras, mientras que 

las cepas no productoras desarrollan colonias rojas o traslucidas debido a la no retención del 

colorante. Para el análisis, un cultivo de S. aureus previamente tratado con AE LOT-II se 

sembró con un asa en las placas de agar sólido y se incubó durante la noche (overnight) a 37 

°C antes de realizar el registro fotográfico. 

7.4.7 Análisis del biofilm por microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Se utilizó microscopía electrónica de barrido (SEM) para visualizar el efecto del AE LOT-II 

sobre la morfología y estructura del biofilm de S. aureus, siguiendo el método descrito por 

Guillin et al.(Guillín et al., 2021b).  La formación del biofilm se llevó a cabo en cupones de 

vidrio esmerilado (1 cm × 1 cm), previamente esterilizados. Para ello, se añadió el inóculo 

bacteriano diluido 1:10 (~10⁶ UFC/mL) a una microplaca de 16 pozos que contenía los 

cupones, medio de cultivo TSB suplementado con glucosa y AE LOT-II a concentracion sub-

CMI de 75µg/mL. 

Los cupones se lavaron tres veces con agua peptonada al 0.1 % (p/v) para eliminar las células 

planctónicas. Posteriormente, se llevó a cabo el proceso de fijación del biofilm con 

glutaraldehído al 2.5 % durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego, se realizó la 

deshidratación utilizando diferentes concentraciones de alcohol isopropílico (5-100 %) 

durante 5 minutos cada una, a temperatura ambiente. Finalmente, los cupones se observaron 



EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ORIGANOIDES SOBRE...  

38 
 

en un microscopio electrónico Quanta 650 FEG (FEI, Hillsboro, OR, EE. UU.), equipado 

con un detector de imágenes Everhart-Thornley (ETD). 

7.5   Análisis proteómico 

7.5.1  Extracción y cuantificación de proteínas del biofilm de S. aureus 

Con base en la metodología previamente descrita, el biofilm de S. aureus fue recuperado en 

1000 µL de buffer Tris 20 mM (pH 7.2) mediante la remoción mecánica de las células 

adheridas al fondo de los pocillos de la placa de cultivo celular. 

Esta solución se centrifugó a 10 000 g durante 10 minutos a 4 °C, seguido de tres lavados 

adicionales con buffer Tris. A continuación, al pellet obtenido se le añadieron 200 µL de 

buffer de lisis 1 (Tris 40 mM, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM y 

lisozima 1 mg/mL), incubándose durante 15 minutos a 37 °C. 

Posteriormente, se agregaron 100 µL de buffer de lisis 2 (Urea 9 M, Tiourea 2 M, DTT 100 

mM, Tris 40 mM, PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, CHAPS 4 %, 

anfolitos 1 %). Seguido de esto, se realizó ruptura mecánica por sonicación en pulsos de 5 s 

y amplitud del 40%. 

Luego, las proteínas se precipitaron con acetona: TCA overnight. Finalmente, la muestra se 

centrifugó a 18 000 g durante 10 minutos a 4 °C. El pellet obtenido se resuspendió en buffer 

de lisis 2 y la concentración de proteínas se cuantificó mediante el método de Bradford 

(1976), utilizando albúmina de suero bovino (BSA) como estándar, con buffer de lisis como 

blanco y medio de dilución. 
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7.5.2 Electroforesis bidimensional  

Se uso la técnica de electroforesis de proteínas en dos dimensiones 2DE descrita por 

(O’farrells, 1975); para el análisis de proteínas obtenidas del biofilm de S. aureus tratado con 

el LOT-II y control.  

En la primera dimensión, las proteínas fueron separadas por punto isoeléctrico en tiras de 

gradiente inmovilizado (IPG) de pH 3 a 7 no lineales de 7 cm. Brevemente, 250mg de 

proteína fueron cargados en las tiras de IPG en proporción 1:1 con buffer de rehidratación 

(Urea 8 M, CHAPS 2 %, DTT 50 Mm, Anfolitos 0.2 % y Azul de bromofenol 0.1 %) durante 

12 a 14 h. Posteriormente, las tiras fueron colocadas en el equipo PROTEAN® i12™ IEF de 

Biorad utilizando un voltaje final de 15000 V/h. Seguido a esto, se realizó un paso de 

equilibración mediante un proceso de reducción-alquilación en un buffer que contiene Urea 

6 M, 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, SDS 2 %, Glicerol 20 % y DTT 2 %. 

Parala segunda dimensión, las proteínas se separaron según su peso molecular. Se realizo un 

gel SDS-PAGE en una cámara electroforética a 150 V y se usó buffer de corrida (Glicina 1.44 

%, Tris-base 0.2 %, SDS 0.1 %) para la migración de las proteínas.  Finalmente, los geles se 

fijaron en una solución de Metanol 50 % y Ácido fosfórico 2 % y se realizó tinción de los 

geles con azul de Coomassie G-250 en una solución con metanol. Los geles se almacenaron 

en una solución decolorante débil (Metanol 5 % y Ácido acético 10 %). Cada experimento 

se realizó por triplicado. 

 

7.5.3 Análisis de imágenes 

Los geles obtenidos fueron registrados empleando un Documentador de geles Gel Doc XR+ 

System (Bio-Rad). Los spots se detectaron utilizando el software PDQuest 2D (Bio-Rad). Se 
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realizó la exploración de los datos y se aplicó Student test para comparar los spots de cada 

grupo ( tratados y sin tratar) y determinar si existen diferencias significativas. 

 

7.5.4 Identificación de proteínas por MALDI-TOF 

Los spots de interés fueron cortados del gel y desteñidos con 50 % de ACN y bicarbonato de 

amonio 50 mM. Cada pieza seca se rehidrató con tripsina a una concentración de 13 ng/µL 

en bicarbonato de amonio 50 mM y se incubó durante 17 horas. 

Los péptidos tripsinizados se extrajeron del gel utilizando un buffer de extracción (50 % de 

ACN en 1 % de TFA) y se sonicaron en baño ultrasónico durante 15 minutos. Luego, los 

péptidos se mezclaron con la solución de matriz de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (20 

mg/mL en buffer: 50 % de ACN en 1 % de TFA, Sigma-Aldrich) y se aplicaron sobre un 

porta muestras de acero (ground steel target) en proporción 1:1 (muestra: matriz). 

Las digestiones trípticas se analizaron mediante espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF 

Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), operado con el software FlexControl 

v.3.3 y equipado con un láser Nd:YAG de 355 nm. Los espectros de masas se adquirieron en 

modo reflectrón positivo y se promediaron a partir de aproximadamente 1000 disparos de 

láser. 

Como calibrante externo, se utilizó una digestión tríptica carbamidometilada de albúmina de 

suero bovino (BSA, fracción V, Merck), siguiendo el protocolo del fabricante. Los espectros 

de masas obtenidos se enviaron al motor de búsqueda Mascot (www.matrixscience.com) y 

se compararon con la base de datos Swiss-Prot, aplicando el filtro de taxonomía "Firmicutes" 

para SARM (Dave et al., 2011). 
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La identificación de proteínas se realizó con base en una puntuación MASCOT 

estadísticamente significativa (p < 0.05). Este sistema de puntuación se basa en el cálculo de 

la probabilidad de que el emparejamiento entre los datos experimentales y una entrada en la 

base de datos ocurra por azar, de manera similar a los algoritmos de búsqueda de secuencias 

por homología descritos por Perkins et al., 1999. 

 

7.5.5 Análisis bioinformático  

Se utilizó el software STRING (https://string-db.org) que facilita la construcción de una red 

de interacciones predictiva (interactoma), lo que permite evaluar las funciones y rutas 

biológicas altamente representadas asociadas con la lista de proteínas diferenciales. Además, 

analiza las proteínas diferencialmente expresadas y las clasifica de acuerdo con sus términos 

de ontología génica (GO). Entre los términos GO más comunes se encuentran: proceso 

celular, procesos metabólicos, localización y respuesta a estímulos(Smith et al., 2003) 

7.6 Docking molecular  

La estructura tridimensional de algunas proteínas fue obtenida de las bases de datos 

PDB(Protein Data Bank- https://www.rcsb.org/) y de las que no se encontró su estructura en 

la base de datos fueron predichas en línea en Alpha Fold 2.0(https://alphafold.ebi.ac.uk/). 

Las estructuras de las proteínas fueron preparadas empleando la herramienta Protein 

preparation wizard en la interfaz de maestro (Madhavi Sastry et al., 2013) para arreglar los 

estados de protonación de los residuos aminoacídicos, añadir hidrógenos y también corregir 

los átomos de las cadenas laterales.  
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Todas las estructuras químicas de los ligandos o compuestos del LOT-II-II fueron obtenidos 

de la base de datos PUBCHEM y preparados empleando la función Ligprep (Friesner et al., 

2004)para generar su conformación tridimensional, ajustar el estado de protonación a pH 

fisiológico (7.4), y calcular las cargas atómicas parciales, con un campo de fuerza OPLS3e 

(Roos et al., 2019) 

Los ensayos de docking con los ligandos ya preparados fueron realizados empleando Glide 

(Friesner et al., 2004; Halgren et al., 2004)(Glide V7.7), seguido de un paso de minimización 

de la energía de las cadenas laterales usando Prime (Madhavi Sastry et al., 2013). Los 

ligandos fueron dockeados dentro de una cuadricula de 20 Å desde el centro del ligando 

generando 5 poses por ligandos. Luego se realizó un refinamiento de los complejos proteína-

ligando, usando Prime mediante su configuración estándar. Dentro de este paso se 

minimizaron todas las cadenas laterales dentro de 6 Å de cada pose del ligando acoplado. 

 

7.7  Análisis estadístico 

Se evaluó el supuesto de normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se 

verificó la homocedasticidad de varianzas de los datos mediante Levene. Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado (tanto las réplicas técnicas como las réplicas 

biológicas) y se utilizó un análisis de varianza (ANOVA) para analizar las diferencias entre 

los tratamientos.  Las barras de error en los gráficos representan la desviación estándar de la 

media y el nivel de significancia fue de p<0.05. 
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8 Resultados  

8.1 Evaluación de la actividad Biológica  

8.1.1 Evaluación de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia 

origanoides quimiotipo timol (LOT-II-) in vitro sobre células planctónicas 

 

La Concentración Mínima Inhibitoria capaz de inhibir el 50% (CMI50) y 90%(CMI90) de la 

población bacteriana y la Concentración Mínima Bactericida (CMB) del AE son medidas de 

referencia para comparar la efectividad de un compuesto antimicrobiano.   

La CMI50 de 0.09 mg/mL, CMI90 de 0.56mg/mL y CMB de1.5mg/mL se pueden observar en 

la tabla 2. En la figura 2 se puede observar la cinética de crecimiento de S. aureus a diferentes 

concentraciones del AE. 

Tabla 2 Concentración Mínima Inhibitoria y Concentración Mínima Bactericida del LOT-II-

II frente S. aureus. Los valores están expresados en mg/mL y cada experimento fue llevado 

a cabo por triplicado 

 CMI50 CMI90 CMB 

LOT II 0.09 0.56 1.5 

 

Figura  2 . Efecto de inhibición del AE LOT-II sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 

43300. La inhibición del crecimiento se presenta como la media ± DE de la absorbancia 

medida a 595 nm con respecto al control de crecimiento bacteriano(cc). 
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8.1.2 Evaluación de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Lippia 

origanoides quimiotipo timol (LOT-II-), timol, p- cimeno y carvacrol in vitro 

sobre células planctónicas 

El aceite esencial de Lippia origanoides quimiotipo timol (LOT-II) se caracteriza por una 

composición química dominada por tres compuestos mayoritarios: timol, p-cimeno y 

carvacrol (Tabla 1). 

Con el fin de evaluar el efecto individual de estos tres componentes principales sobre S. 

aureus, se analizó la cinética de crecimiento bacteriano, empleando cada compuesto en la 

misma concentración en la que se encuentra presente en el aceite esencial.  

Se evidencia que el timol (figura 3), el p-cimeno (figura 4) y el carvacrol (figura 5) no 

presentan efecto inhibitorio significativo sobre la curva de crecimiento del microorganismo, 

lo cual sugiere que su acción individual no es suficiente para afectar el desarrollo de las 

células planctónicas de S. aureus bajo las condiciones evaluadas. 

Figura  3 Efecto de inhibición de Timol sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 43300la 

inhibición del crecimiento se presenta como la media ± DE de la absorbancia medida a 595 

nm con respecto al control de crecimiento bacteriano(cc). 
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Figura  4. Efecto de inhibición de P-cimeno sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 43300. 

La inhibición del crecimiento se presenta como la media ± DE de la absorbancia medida a 

595 nm con respecto al control de crecimiento bacteriano(cc). 
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Figura  5 . Efecto de inhibición de carvacrol sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 43300. 

La inhibición del crecimiento se presenta como la media ± DE de la absorbancia medida a 

595 nm con respecto al control de crecimiento bacteriano(cc). 
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8.1.3 Cuantificación de la formación del biofilm de S. aureus en el tiempo 

Con el objetivo de determinar el tiempo óptimo de incubación para obtener una biomasa 

significativa de biofilm de Staphylococcus aureus ATCC 43300, se evaluó su formación en 

microplacas de poliestireno a las 4, 8, 12 y 24 horas de incubación. Los resultados mostraron 

un aumento progresivo en la densidad óptica (DO) a medida que se prolongaba el tiempo de 

incubación. Si bien se evidenció formación inicial de biofilm a las 4 y 8 horas, esta fue 

considerablemente menor en comparación con la observada a las 12 y 24 horas, donde se 

registraron valores significativamente mayores de biomasa (Figura 6). 

No obstante, entre las 12 y 24 horas no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas en los valores de DO, por lo que se seleccionó el tiempo de 12 horas como 

condición óptima para los experimentos posteriores de esta investigación. 
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Figura  6 Formación del biofilm de S. aureus resistente a la meticilina ATCC 43300 en 

diferentes tiempos de incubación. La cuantificación de la biomasa se presenta como la media 

± DE de la absorbancia medida a 595 nm con respecto al control de crecimiento bacteriano 

(* p < 0.001). 
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8.1.4 Evaluación de la actividad anti-biofilm del LOT-II y cuantificación de la 

viabilidad celular de las células plantónicas 

Se evaluó el efecto del AE LOT-II sobre la formación del biofilm por medio de actividad 

antibiofilm. Las concentraciones de AE evaluadas, dependieron de la CMI50 frente a las 

células planctónicas, encontrada previamente (tabla 2). Concentraciones subinhibitorias 

(25µg/mL – 150µg/mL) fueron utilizadas para evaluar el efecto de AE LOT-II en la 

formación de biofilm sin eliminar el crecimiento bacteriano. Se encontró que a una 

concentración de 50 y 75µg/mL de LOT-II se inhibe el 25 y 50% aproximadamente, de la 

formación del biofilm de S. aureus (figura 7),  lo cual es importante para la búsqueda de 

cambios a nivel proteómico ya que esta concentración representa el punto en el cual el 

compuesto inhibe el crecimiento del 50% de la población bacteriana, siendo particularmente 
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útil ya que permite observar efectos sobre rutas metabólicas y proteínas sin inducir muerte 

celular masiva. 

Figura  7 Porcentaje de inhibición de diferentes contracciones sub-CMI de LOT-II sobre la 

formación del biofilm de S. aureus ATCC 43300. El porcentaje de inhibición se presenta 

como la media ± DE de la absorbancia medida a 595 nm con respecto al control de 

crecimiento bacteriano. 
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8.1.5  Efecto del aceite esencial sobre la viabilidad celular de células 

eucariotas 

Para evaluar la citotoxicidad in vitro del AE LOT-II, se utilizó la línea celular VERO, 

derivada de riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethiops), la cual es ampliamente 

empleada en la literatura científica como modelo de células “normales” no tumorales, 
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permitiendo analizar la toxicidad de compuestos en células no transformadas(Dos Santos 

Correa et al., 2018; Sangour et al., 2021).  

En la figura 8, podemos observar que las concentraciones sub-CMI evaluadas del AE no 

presentan una diferencia estadística significativa en comparación con el control. 

Figura  8 Citotoxicidad sobre la línea celular VERO. Las células fueron incubadas con AE 

LOT-II en sub-MIC desde de 50 hasta 100 µg/mL. El control de viabilidad fueron células 

sin tratamiento.  P >0.05 en comparación con el control. 
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8.1.6 Actividad antivirulencia 

La actividad antivirulencia, definida como la capacidad de suprimir mecanismos específicos 

que contribuyen a la patogenicidad sin ejercer presión selectiva antimicrobiana, fue evaluada 

mediante ensayos fenotípicos enfocados en dos factores clave de virulencia: la actividad 

hemolítica y la producción de exopolisacáridos asociados a biofilm. 
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8.1.6.1 Hemolisina 

S. aureus es capaz de producir toxinas causantes de hemolisis denominadas hemolisinas, que 

contribuye a la formación de biofilm. Se evaluó el efecto del AE LOT-II en la producción de 

hemolisinas por S. aureus, evidenciando que el AE LOT-II redujo la producción de 

hemosilinas libre de S. aureus ATCC 43300 en un 29% y un 32 % a concentraciones de 75 

µg/mL y 100 µg/mL, respectivamente (tabla 3). 

Tabla 3 Inhibición de la producción de hemolisina de S. aureus ATCC 43300 en tratamiento 

con el AE LOT-II 

 

Concentración (μg/ mL)  

Porcentaje de inhibición producción de 

la hemolisina 

50 21 0.02 

75 29± 0.04  

90 32± 0.05  

100 32±0.04 

± Desviación estándar 

8.1.6.2 Producción de exopolisacárido 

Por otro lado, se evaluó la producción de exopolisacárido en S. aureus por medio de la 

metodología de rojo Congo. En donde las cepas productoras de exopolisacárido forman 

colonias negras en el agar, mientras que las cepas no productoras desarrollan colonias rojas. 

En la figura 9 podemos observar, que S. aureus ATCC 43300 en tratamiento con el A LOT-II 

a una concentración de 75 µg/mL, sus colonias no son totalmente negras y presentan 

coloración roja en sus bordes, y a una concentración de 100 µg/mL son casi en su totalidad 

rojas en comparación con el control (figura 9). 
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Figura  9 Inhibición de la producción de exopolisacárido por AE LOT-II, la cual se analizó 

utilizando placas de agar rojo Congo. 

 

 

8.1.7 Análisis del biofilm por microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Se evaluó el efecto del AE sobre la morfología de S. aureus por SEM. En la figura 10a se 

pueden observar las micrografías del biofilm antes y después del tratamiento con AE LOT-II, 

en donde podemos observar microorganismos con forma cocoide, estructuras de adhesión, 

densidad celular y la integridad de la membrana de S. aureus. Por otra parte, las bacterias 

tratadas con AE LOT-II presentaron una disminución de la matriz de exopolisacárido, poca 

uniformidad y morfología variable (10b).   

Figura  10 Micrografías SEM del efecto del LOT-II sobre la morfología y estructura del 

biofilm después de 24 h de cultivo: (A) Biofilm de S. aureus ATCC 43300 sin tratamiento; 

(B) Biofilm de S. aureus tratado con LOT-II. 
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8.2 Análisis proteómico 

8.2.1 Electroforesis bidimensional e Identificación de proteínas por MALDI-

TOF 

Con el fin de evaluar el efecto que tiene el AE LOT-II, sobre las proteínas involucradas en la 

formación del biofilm de S. aureus se extrajo proteína y se analizó la expresión diferencial en 

presencia y ausencia del AE, a través de electroforesis bidimensional 2D.  

A continuación, se presenta el perfil proteico bidimensional obtenido de las proteínas solubles 

del biofilm de S. aureus. En la Figura 8 y 9 se presentan dos geles bidimensionales 

representativos de las proteínas solubles del control y proteínas solubles obtenidos para el 

tratamiento usando una concentración de 75µg/mL del AE LOT-II. Se observa que los “spots” 

se distribuyen verticalmente en un rango de peso molecular que va desde los 85 kDa hasta el 

A 

B 
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borde inferior con valores por debajo de los 10 kDa. De forma horizontal se distribuyen en 

un rango de pI desde 3 hasta 10. Con el software PDQuest se detectaron los spots que 

posteriormente se analizaron por espectrometría de masas. Se encontró que 15 spots 

expresados de manera diferencial (p < 0,05, cambio de 2x o 0.5x): 6 spots disminuyeron su 

expresión y 9 spots aumentaron o sobreexpresaron su expresión (figura 11 y 12). Sus posibles 

identidades se relacionan en la tabla 4. 

Adicionalmente, a modo de ejemplo en la figura 13 se presenta la densitometría de las 

proteínas con código SSP H22 e I8 (que posteriormente fueron identificadas: PurA e mulT), 

que son representativas de puntos en 3D en el software PdQuest Advanced v8.0. A. Estas 

presentaron una disminución en su expresión diferencial antes y después del tratamiento con 

el AE LOT-II. 

Figura  11 Gel de electroforesis en 2D correspondiente al control del biofilm de S. aureus 

ATCC 43300. 

 

Figura  12 . Gel de electroforesis en 2D correspondiente al tratamiento con LOT-II a 75 

µg/mL (BIC50) del biofilm de S. aureus ATCC 43300. 
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 Figura  13 Ejemplo de vista representativa de puntos en 3D de las proteínas mulT y purA 

con expresión diferencial del biofilm de S. aureus antes y después del tratamiento con LOT-

II el software PdQuest Advanced v8.0. A. 

        

 

 

 

 

software PdQuest Advanced v8.0. A. 

 

 

           

purA 

mul

T 
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Tabla 4  Proteínas expresadas diferencialmente del biofilm de S. aureus ATCC 43300 antes y después del tratamiento con  el AE  LOT-

II   identificadas mediante “MASCOT Peptide Mass Fingerprint” a partir de su huella peptídica obtenida del análisis MALDI- TOF 

SSP Proteína Función Expresión Score 
Peso molecular 

(da) 
Punto isoeléctrico 

H2 
argB (Acetilglutamato 

quinasa) 

Biosíntesis de la arginina, 

catalizando la fosforilación 

del N-acetilglutamato en el 

ciclo de la urea y otras rutas 

relacionadas con el 

metabolismo del nitrógeno. 

Sobreexpresada 42 33778 5.94 

H3 
thiC (Fosfometilpirimidina 

sintas) 

Participa en la biosíntesis de 

la tiamina (vitamina B1), 

catalizando una etapa clave 

en la formación del anillo de 

pirimidina fosforilado 

 

 

Sobreexpresada 38 
48976 

 
6.8 

H5 

pyrF  

(Orotidina 5'-fosfato 

descarboxilasa) 

Cataliza la conversión de 

orotidina 5'-fosfato (OMP) 

en uridina monofosfato 

(UMP), un paso esencial en 

la biosíntesis de las 

pirimidinas, que son 

componentes 

fundamentales del ADN y 

ARN 

 

 

Sobreexpresada 36 
25285 

 

5.85 

 

H7 

Rl6  

(Proteína ribosomal de la 

subunidad 50S, rplF) 

Esta proteína forma parte de 

la subunidad grande (50S) 

del ribosoma bacteriano y es 

Sobreexpresada 42 
19727 

 

9.83 
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 esencial para la síntesis de 

proteínas. 

H15 

G6PI 

(Isomerasa de glucosa-6-

fosfato) 

 

Esta enzima cataliza la 

conversión reversible de 

glucosa-6-fosfato a 

fructosa-6-fosfato en la vía 

glucolítica y en la 

gluconeogénesis. 

 

Sobreexpresada 28 49816 
4.96 

 

H16 

PurL  

(Subunidad PurL de la 

sintetasa de 

fosforribosilformilglicinami

daimina) 

Forma parte del complejo 

enzimático involucrado en 

la biosíntesis de purinas, 

participando en la 

formación de 

intermediarios necesarios 

para la síntesis del 

nucleótido inosina 

monofosfato (IMP). 

Disminuida 33 

 

79912 

 

 

4.78 

 

H18 

mnhG2  

(Subunidad putativa de 

antiportador ) 

Proteina de membrana 

Na+/H+ antiporter Mnh2 

subunit G 

Sobreexpresada 30 
16336 

 

9.79 

 

H19 

pstB  

(Proteína de unión a ATP 

para la importación de 

fosfato) 

Parte del complejo 

transportador ABC, 

involucrado acoplamiento 

energético. 

Permite la entrada de 

fosfato al interior celular 

utilizando energía derivada 

de la hidrólisis de ATP 

 

Sobreexpresada 40 
28183 

 

6.85 

 

H20 

glyA 

(Hidroximetiltransferasa de 

serina) 

Cataliza la conversión 

reversible de serina y 

tetrahidrofolato en glicina y 

5,10-

Sobreexpresada 33 
45460 

 

5.83 
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metilentetrahidrofolato, 

siendo importante en el 

metabolismo de un carbono 

y la biosíntesis de 

nucleótidos y aminoácidos. 

H21 

mnhG (Enzima MnmG de 

modificación de la uridina 

5-carboximetilaminometilo 

del ARNt) 

Esta enzima está 

involucrada en la 

modificación química de 

nucleótidos específicos en 

el ARN de transferencia 

(ARNt), lo cual es crucial 

para la precisión y 

eficiencia en la traducción 

genética. 

Sobreexpresada 33 
69933 

 

5.25 

 

H22 

mulT (Proteína de 

reparación de desajustes del 

ADN) 

Interviene en la reparación 

de desajustes en el ADN. 
Disminuida 39 

71033 

 

6.03 

 

I3 
deoC (Aldolasa de 

desoxirribosa-fosfato) 

Cataliza una reacción 

aldólica reversible entre 

acetaldehído 

CC y D-gliceraldehído 3-

fosfato para generar 2-

desoxi-D-ribosa 5- 

fosfato 

 

Disminuida 40 
23173 

 

5.17 

 

I6 

gtlA (Cadena grande del 

glutamato sintasa 

[NADPH] (gltB) 

Biosíntesis de aminoácidos; 

Esta enzima participa en la 

síntesis de glutamato a 

partir de glutamina y α-

cetoglutarato, utilizando 

NADPH como cofactor 

reductor. La subunidad 

grande (gltB) forma parte 

del complejo enzimático 

Disminuida 36 
169237 

 

5.55 
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junto con la subunidad 

pequeña (gltD). 

 

I7 

CobT(Fosforribosiltransfera

sa de nicotinato-nucleótido-

-dimetilbenzimidazol) 

Participa en la biosíntesis 

de la coenzima B12 

(cobalamina), catalizando 

la transferencia de un grupo 

fosforribosilo desde el 

nicotinato-nucleótido al 

dimetilbenzimidazol 

Disminuida 37 
37729 

 

5.33 

 

I8 

purA 

(Sintetasa de 

adenilosuccinato) 

Cataliza un paso clave en la 

biosíntesis de purinas, 

específicamente la 

conversión de inosina 

monofosfato (IMP) en 

adenilosuccinato, que luego 

se transforma en adenosina 

monofosfato (AMP), un 

nucleótido esencial para la 

síntesis de ADN y ARN. 

Disminuida 36 47692 
5.70 

 

I9 

pdxT (Subunidad de la 

sintasa de fosfato de 

piridoxal 5') 

Biosíntesis de aminoácidos 

Cataliza la hidrólisis de 

glutamina a glutamato y 

amoníaco como parte de la 

biosíntesis de piridoxal 5'-

fosfato.  

 

Disminuida 36 
21264 

 

5.10 

 

SC= Score; PM= Peso Molecular; PI= Punto Isoeléctrico 
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8.2.2 Análisis bioinformático  

Con el objetivo de explorar las funciones y relaciones biológicas entre las proteínas 

expresadas diferencialmente en el biofilm de S. aureus tras el tratamiento con el AE LOT-II 

(75 µg/mL durante 12 horas), se realizó un análisis bioinformático utilizando la herramienta 

en línea STRING (https://string-db.org/). 

Primero, se ingresó el listado de proteínas diferencialmente expresadas en STRING, lo que 

permitió construir un interactoma (Figura 14). Este interactoma representa posibles 

asociaciones funcionales entre las proteínas, basadas en distintas fuentes de evidencia como 

coexpresión, interacción física, anotaciones funcionales compartidas, entre otras.  

El interactoma generado revela una red de interacciones funcionales entre las proteínas 

diferencialmente expresadas durante la formación del biofilm de S. aureus tratadas con el AE 

LOT-II. Se pueden distinguir al menos dos grupos funcionales relevantes: 

Grupo 1 (destacado en azul) agrupa proteínas como DeoC, Pgi, RplF, PstB, PurA, PurL, 

GlyA, entre otras, que están asociadas a procesos de metabolismo central y biosíntesis de 

nucleótidos, rutas cruciales para la proliferación y mantenimiento estructural del biofilm. La 

conectividad entre estas proteínas sugiere una activación coordinada de rutas biosintéticas y 

energéticas ante el estrés inducido por el tratamiento. 

Por otro lado, en el Grupo 2 (marcado en naranja), se encuentran proteínas como MnmG y 

mutL, asociadas con procesos de reparación del ADN y modificación de ARN de 

transferencia (tRNA). La expresión diferencial de estas proteínas podría indicar la activación 

de mecanismos de respuesta al daño genético o estrés oxidativo como consecuencia del 

tratamiento con el AE. 

 

https://string-db.org/


EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE LIPPIA ORIGANOIDES SOBRE...  

60 
 

Asimismo, se realizó un análisis de enriquecimiento de ontología génica (Gene Ontology, 

GO), cuyos resultados se presentan en la Figura 15.  

Cada burbuja representa un término GO significativamente enriquecido. En los resultados, 

se observa que un 60–65% de las proteínas están asociadas con procesos de biosíntesis de 

nucleótidos, lo cual sugiere un posible aumento en la demanda de síntesis de ADN/ARN 

como mecanismo de adaptación. Por otro lado, un menor porcentaje (cerca del 40%) se asocia 

con el metabolismo del nitrógeno, lo que podría indicar una represión relativa de estas rutas 

bajo las condiciones de estrés inducidas por el tratamiento con AE LOT-II. Esta redistribución 

funcional puede reflejar una estrategia de la bacteria para conservar recursos o redirigir su 

metabolismo hacia rutas más esenciales para su supervivencia. 

Figura 14 Interactoma de las proteínas identificadas que se expresaron diferencialmente en 

el proceso de formación del biofilm de S. aureus al ser tratadas con el AE LOT-II, construido 

por STRING v10.0. usando como modelo proteínas reportadas para S. aureus, mostrando la 

relación de acuerdo con el nivel de confianza establecido por STRING.  En la red predicha, 

las proteínas son representadas como nodos y líneas que agrupan las proteínas según su 

función. 
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Figura  15 Categorías funcionales de las proteínas expresadas diferencialmente por S. aureus 

al ser tratadas con el AE LOT-II, clasificadas por el software string. El tamaño de cada 

burbuja representa el número de proteínas asociadas a cada término (Gene count) y el el color 

representa el valor de FDR (False Discovery Rate). 
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Finalmente, con base en la información obtenida del análisis de ontología génica y del 

interactoma, se reconstruyó una ruta metabólica integrada que agrupa las proteínas 

diferencialmente expresadas durante el tratamiento con el AE LOT-II (Figura 14). En esta 

representación se destacan rutas clave del metabolismo de las purinas y las pirimidinas, 

evidenciando una posible reprogramación metabólica como respuesta adaptativa de S. aureus 

al tratamiento. Las proteínas marcadas en naranja corresponden a aquellas que mostraron un 

aumento en su expresión, mientras que las señaladas en azul se encuentran disminuida su 

expresión. En particular, se observa una sobreexpresión de proteínas clave como glyA, agrB 

y pyrF, asociadas al metabolismo de nucleótidos y posiblemente involucradas en procesos 

de replicación y respuesta al estrés. En contraste, proteínas como deoC, purA y gtfB presentan 

una disminución en su expresión, lo que sugiere una inhibición parcial de rutas de síntesis de 

purinas y funciones reguladoras asociadas. Esta reorganización metabólica podría reflejar un 

intento de la bacteria por mantener la homeostasis energética bajo condiciones adversas, 

reforzando la hipótesis de que el AE LOT-II interfiere con rutas metabólicas esenciales para 

la formación del biofilm. 

Figura  16 Ruta general de las proteínas expresadas diferencialmente afectadas por el AE 

LOT-II sobre la formación del biofilm de S. aureus. 
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8.3 Docking molecular  

Para explorar las posibles interacciones moleculares entre los principales compuestos del AE 

LOT-II y las proteínas diferencialmente expresadas en S. aureus, se realizó un análisis de 

acoplamiento molecular (docking). En la Tabla 5 se presentan los valores de docking score 

para cada interacción proteína-compuesto, donde valores más negativos indican una mayor 

afinidad de unión. Se destaca que Carvacrol, el tercer componente mayoritario (4.4%) del 
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AE, mostró una alta afinidad por proteínas clave como PurA (-6.129) y glutamato sintetasa 

(-5.008), ambas implicadas en rutas esenciales del metabolismo de nucleótidos. Otros 

compuestos como Timol, componente mayoritario (72.3%) y el Óxido de cariofileno(1%) 

también presentaron interacciones relevantes, aunque con valores de docking score 

ligeramente menores. Estos resultados sugieren que los componentes del AE LOT-II podrían 

interferir directamente en procesos esenciales como la síntesis de purinas y pirimidinas, la 

respuesta al estrés oxidativo y el metabolismo del nitrógeno, lo cual concuerda con las vías 

identificadas en el análisis ontológico (Figura 12) y en la ruta metabólica integrada (Figura 

13)
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Tabla 5 .  Docking score ligandos presentes en LOT-II y proteínas expresadas diferencialmente del biofilm de S. aureus ATCC 43300 

proteína Compuesto Docking score 

purA  

(Sintetasa de adenilosuccinato) 

Carvacrol -6.129 

timol -5.762 

argB  

(Acetilglutamato quinasa) 

Carvacrol -4.099 

oxideariofileno -3.321 

Rl6  

(Proteína ribosomal de la subunidad 50S, rplF) 

Carvacrol -3.298 

timol -2.817 

deoC  

(Aldolasa de desoxirribosa-fosfato) 

Carvacrol -4.546 

timol -3.8 

G6PI 

(Isomerasa de glucosa-6-fosfato) 

 

timol -3.462 

oxideariofileno -3.288 

gtlA  

(Cadena grande del glutamato sintasa [NADPH] (gltB) 

Carvacrol -5.008 

timol -3.246 

glyA  Carvacrol -4.231 
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(Hidroximetiltransferasa de serina) timol -4.005 

mnhG2  

(Subunidad putativa de antiportador mnhG2) 

timol -4.008 

Carvacrol -3.951 

mulT  

(Proteína de reparación de desajustes del ADN) 

timol -4.143 

cariofileno -3.829 

pdxT  

(Subunidad de la sintasa de fosfato de piridoxal 5') 

Carvacrol -3.174 

timol -2.997 

pstB  

(Proteína de unión a ATP para la importación de fosfato) 

Carvacrol -4.285 

timol -4.154 

PurL  

(Subunidad PurL de la sintetasa de fosforribosilformilglicinamidaimina) 

Carvacrol -3.856 

oxideariofileno -3.558 

pyrF  

(Orotidina 5'-fosfato descarboxilasa) 

timol -4.112 

gamma-terpineno -3.471 
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9 Discusión 

 

Este estudió evaluó el efecto antibiofilm en S. aureus ATCC 43300 y el posible mecanismo 

de acción del AE LOT-II mediante proteómica. Sin embargo, es necesario mencionar unos 

aspectos relevantes estudiados durante la realización de este trabajo.  

Inicialmente, la evaluación de la actividad antimicrobiana sobre células planctónicas mostró 

que el AE LOT-II a 0.09 mg/mL posee 50% de disminución de la viabilidad de S aureus, 

evidenciando el potencial inhibitorio de este. 

Posteriormente, la evaluación de la formación del biofilm en el tiempo de 4 h hasta 24h, se 

realizó con el fin de encontrar el tiempo en el cual se produce mayor cantidad de biomasa, y 

se observó que no existe una diferencia en la cantidad de biomasa formada a las 12 y 24 h; 

lo que permitió tomar 12h como el tiempo ideal para obtener la cantidad de biomasa necesaria 

para posteriores experimentos (figura 3). Por otra parte, el tratamiento con el AE LOT-II, 

inhibió significativamente este proceso, sugiriendo un efecto directo sobre los mecanismos 

de adherencia y producción de matriz extracelular. Esta inhibición se observó a sub-CMI del 

AE (50-100µg/mL), lo que indica que el AE tiene un efecto antivirulento incluso sin 

comprometer completamente el crecimiento bacteriano; lo cual es una estrategia útil para 

evaluar los efectos de un compuesto sin alcanzar una inhibición total, lo que permite un mejor 

análisis de respuestas adaptativas, donde podrían modularse procesos fisiológicos claves en 

la virulencia y mecanismos de acción (Caixeta Magalhães Tibúrcio et al., 2022; Omar et al., 

2024). A una concentración de 75 µg/mL el AE LOT-II, inhibe aproximadamente el 50% de 

la formación del biofilm (figura 4); Por lo tanto, se empleó esta concentración para evaluar 
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su impacto en la producción de exopolisacárido y la inhibición de la producción de la 

hemolisina, los cuales hacen parte de los factores de virulencia o la capacidad que tiene este 

microorganismo para ser resistente a factores externos(Lee et al., 2016; Parai et al., 2020; 

Martínez et al., 2021). 

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la capacidad de producción de exopolisacárido, 

se empleó la técnica del Rojo Congo, un método ampliamente utilizado para detectar la 

formación de exopolisacárido en S. aureus(Freeman et al., 1989; Arciola et al., 2002). En esta 

técnica, la intensidad de la coloración de las colonias refleja la cantidad de exopolisacárido 

producido: Una coloración más oscura, especialmente negra, indica una mayor producción 

de matriz de biofilm (Arciola et al., 2002; Ferreira et al., 2015).  

A partir de una concentración de 75 µg/mL del AE LOT-II, se observó una leve reducción en 

la intensidad de la coloración de las colonias en comparación con el control y con los 

resultados previamente reportados por Arciola et al. No obstante, a una concentración de 

100 µg/mL se evidenció una disminución notable en la coloración, lo que sugiere una menor 

capacidad de producción de exopolisacárido. Esto indica que el AE LOT-II probablemente 

no solo afecta la adherencia celular, sino también la síntesis de la matriz extracelular, como 

se muestra en la Figura 6. Estos resultados coinciden con estudios previos, en los cuales 

Ferreira et al., 2015 y Alabbosh et al., 2023; reportaron que cepas de Pseudomonas 

fluorescens y S. aureus, respectivamente, producen colonias intensamente negras cuando son 

altamente productoras de exopolisacárido (Ferreira et al., 2015; Alabbosh et al., 2023). 

Asimismo, Ghasemi, et al., 2018 evaluaron la producción de exopolisacárido en 

Acinetobacter baumannii utilizando Rojo Congo, encontrando una correlación entre la 

producción de matriz, la formación de biofilm y la resistencia antibiótica(Ghasemi et al., 

2018). En conjunto, estos y otros estudios han demostrado que diversos compuestos con 
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actividad anti-biofilm pueden reducir la retención del colorante Rojo Congo, lo que respalda 

la hipótesis de que la disminución en la producción de matriz extracelular representa un 

mecanismo clave en la desestructuración del biofilm(Blanco-Romero et al., 2024; Roy et al., 

2018; Samrot et al., 2021) 

Por otra parte, las hemolisinas son toxinas producidas por S. aureus y otras bacterias 

patógenas que tienen la capacidad de lisar los eritrocitos. Este mecanismo constituye un 

importante factor de virulencia, ya que permite a los microorganismos obtener hierro del 

hospedero, evadir el sistema inmune y facilitar su diseminación en los tejidos (Divyakolu et 

al., 2019; Vandenesch et al., 2012).  

En este contexto, se observó que el AE LOT-II también ejerce un efecto inhibidor sobre la 

producción de hemolisinas de manera dosis-dependiente en donde a una concentración de 

50 µg/mL se registró una reducción del 22 %, que aumentó a 29 % con 75 µg/mL y alcanzó 

el 32 % a 100 µg/mL (Tabla 3). Estos resultados sugieren que el AE LOT-II podría interferir 

con la expresión o actividad de estas toxinas, modulando la virulencia bacteriana sin inhibir 

completamente el crecimiento, un enfoque que ha sido propuesto previamente como 

estrategia para disminuir la patogenicidad sin generar presión selectiva hacia la resistencia. 

Resultados similares han sido reportados por Martínez et al.,2021 quienes demostraron que 

los aceites esenciales de Lippia origanoides (LTC II) y Thymus vulgaris (TV) reducen 

significativamente la hemólisis inducida por S. aureus ATCC 29213, con inhibiciones del 

54 % y 35 %, respectivamente. De igual forma, Khadijetou et al, mostraron que los aceites 

esenciales de Rosmarinus officinalis (EO1), Myrtus communis (EO2) y su combinación, 

presentan un efecto inhibidor sobre la hemólisis mediada por S. aureus. Este efecto se ha 

vinculado con la interferencia del sistema de comunicación bacteriano por quorum sensing 

(QS), el cual regula la expresión de múltiples factores de virulencia, incluida la alfa-
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hemolisina, y que también está asociado con la formación de biofilm (Martínez et al., 2021; 

Bowbe et al., 2023).  

Además, se han propuesto que la inhibición parcial de factores de virulencia, en lugar de su 

bloqueo total, puede ser una estrategia eficaz para reducir la agresividad del patógeno sin 

generar una fuerte presión evolutiva que favorezca la aparición de resistencia (O. F. Martínez 

et al., 2019). 

En cuanto a la citotoxicidad en células eucariotas, los resultados mostraron que las 

concentraciones efectivas (75µg/mL- 100µg/mL) del AE LOT-II no presentaron efectos 

tóxicos sobre VERO (figura 5), lo cual es relevante para considerar su potencial uso 

terapéuticos.  

En el mismo orden de ideas, el mecanismo de acción de los AEs, según diversos estudios, ha 

sido atribuido a su capacidad de interactuar con la membrana celular debido a sus propiedades 

hidrofóbicas. Esto les permite acumularse, desestabilizar las estructuras celulares y, en 

consecuencia, aumentar la permeabilidad, lo que provoca la fuga de moléculas esenciales 

para distintos procesos celulares, la inhibición y disminución de la formación del biofilm y, 

finalmente, la muerte celular (Kaplan, 2010; Tang et al., 2020; da Silva et al., 2021; Angane 

et al., 2022 ). 

 En este estudio, los resultados obtenidos mediante microscopía electrónica de barrido (SEM, 

por sus siglas en inglés) permitieron capturar imágenes del biofilm de S. aureus antes y 

después del tratamiento con AE LOT-II a una concentración de 75 µg/mL, como se reportó 

previamente. Estas imágenes muestran una estructura de biofilm desorganizada y una menor 

densidad celular en las muestras tratadas con el AE LOT-II. Además, se observó una 

morfología celular heterogénea en el grupo tratado, así como la presencia de orificios que se 

asemejan a poros en la superficie celular, en comparación con el control. 
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Estas alteraciones podrían estar relacionadas con lo reportado por Guillín et al., quienes 

observaron diferencias en la densidad celular y en la morfología del biofilm de Salmonella 

enteritidis y Salmonella typhimurium tras el tratamiento con aceite esencial de Lippia 

origanoides LTC-II, en comparación con controles no tratados(Guillín et al., 2021). 

Con el fin de profundizar y dilucidar los posibles mecanismos de acción del AE LOT-II, se 

recurrió a la proteómica, una herramienta clave para identificar cambios en la expresión de 

proteínas en respuesta al tratamiento. La identificación de moléculas capaces de interferir, 

reducir o incluso inhibir la formación de biofilm ha sido abordada por diversos autores 

mediante aproximaciones ómicas, lo cual ha permitido avanzar en la comprensión de las rutas 

moleculares implicadas en este proceso (Du et al., 2020; Tang et al., 2020; Zhang et al., 2023; 

Liu et al., 2024).  

La proteómica ha demostrado ser una estrategia eficaz para investigar la regulación de 

factores de virulencia, la formación de biofilm y la resistencia antimicrobiana en distintas 

bacterias patógenas. Estudios previos han empleado esta aproximación para identificar 

proteínas diferencialmente expresadas en bacterias tratadas con agentes antimicrobianos y 

compuestos antivirulencia, proporcionando información valiosa sobre sus posibles dianas 

moleculares y las vías metabólicas alteradas (Barbosa et al., 2020; Piras et al., 2021; Trevisan 

et al., 2020; Weston et al., 2013).  

En este estudio, el análisis proteómico evidenció cambios significativos en la expresión de 

proteínas, permitiendo la identificación de 12 spots con diferencias relevantes. Los geles 

representativos obtenidos mediante electroforesis bidimensional (2D) se presentan en las 

figuras 11 y 12. A partir de estos spots, se llevó a cabo la identificación de proteínas mediante 

espectrometría de masas y posteriormente utilizando la base de datos MASCOT. Los 

resultados se resumen en la tabla 5, la cual incluye el peso molecular, el punto isoeléctrico y 
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la función biológica de cada proteína identificada. En donde las proteínas MnhG, GlyA, PstB, 

PurL, RplF, PyrF, ThiC, ArgB aumentaron su expresión; y MulT, DeoC, GtlA, CobT, PurA, 

PdxT disminuyeron su expresión significativamente.  

Es importante resaltar que las proteínas expresadas diferencialmente durante el proceso de 

formación del biofilm ofrecen una visión preliminar de las proteínas activas en este contexto. 

No obstante, estos perfiles pueden variar dependiendo de las condiciones ambientales y del 

estado fisiológico del biofilm, lo que sugiere que la expresión proteica es altamente dinámica 

y está influenciada por el entorno(Trösemeier et al., 2019).  

Adicionalmente, las proteínas identificadas fueron analizadas mediante la construcción de 

una red de interacción conocida como interactoma, la cual permite visualizar cómo podrían 

agruparse funcionalmente dentro de procesos biológicos específicos. Esta red reveló que las 

proteínas diferencialmente expresadas están relacionadas principalmente con rutas 

metabólicas esenciales, tales como la biosíntesis de nucleótidos, la síntesis de proteínas, la 

traducción, la reparación del ADN y el transporte celular. 

A partir del análisis, se identificaron dos grupos principales de interacción funcional entre las 

proteínas: Grupo 1: Proteínas involucradas en la biosíntesis de nucleótidos y la vía glucolítica 

(PurA, DeoC, PurL, Pgi, PyrF y GlyA) y Grupo 2: Proteínas no agrupadas funcionalmente 

entre sí, pero relacionadas con procesos clave como la traducción (RplF) y el mantenimiento 

de la homeostasis celular (Mult y MnmG). 

Para profundizar en la función específica de algunas proteínas identificadas, es importante 

destacar el papel de Desoxirribosa-fosfato aldolasa (DeoC) y Adenilosuccinato sintetasa 

(PurA) en procesos clave para la supervivencia y formación del biofilm. La enzima deoC 
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participa en la degradación de desoxirribonucleótidos, esenciales para la síntesis de ADN, 

por lo que una disminución en su expresión podría afectar el proceso de replicación, crítico 

para la reproducción bacteriana en condiciones adversas. Lo cual fue reportado por Evertts 

et al., quienes señalan que la optimización del crecimiento celular está coordinada por altos 

niveles de replicación y transcripción simultáneas(Evertts & Coller, 2012).  

Por otra parte, purA interviene en la síntesis de adenilosuccinato a partir de IMP en la vía de 

síntesis de purinas de novo. El adenilosuccinato se convierte posteriormente en AMP, que se 

fosforila para generar ADP, precursor del ATP, principal fuente energética celular. La 

reducción en la expresión de purA, implica una menor producción de adenina, afectando 

tanto el proceso de replicación como la disponibilidad energética necesaria para la formación 

y mantenimiento del biofilm. Esto se traduce en una menor señalización celular, disminución 

de proteínas adhesivas y una mayor susceptibilidad a factores externos, como el tratamiento 

con AE LOT-II. 

La eliminación de la expresión de purA en cepas mutantes ha evidenciado un incremento en 

la sensibilidad bacteriana frente a diversos antibióticos y péptidos novedosos, acompañado 

de una reducción significativa en la síntesis de AMP. Este desequilibrio metabólico condujo 

al agotamiento de los niveles intracelulares de ADP y ATP, lo que resalta el papel esencial de 

esta proteína en los mecanismos de resistencia y en la viabilidad bacteriana (Kano et al., 

2024). De manera concordante, Li et al., observaron que cepas de S. aureus resistente a 

meticilina (SARM), con alteraciones en las rutas de biosíntesis de purinas, presentaron 

niveles reducidos de ADP, ATP y c-di-AMP, así como una disminución en la formación de 

biofilm(Li et al., 2021). 
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La representación gráfica en 3D del spot correspondiente a la proteína MutL, obtenida del 

gel bidimensional (2D), se muestra en la figura 10. Esta proteína participa en el sistema de 

reparación de errores de apareamiento de bases que se producen durante la replicación del 

ADN. Aunque MutL no está directamente involucrada en la formación del biofilm, una 

disminución en su expresión podría comprometer la integridad genómica, favoreciendo la 

acumulación de mutaciones espontáneas. Esto, a su vez, podría afectar negativamente la 

capacidad adaptativa de la bacteria frente al estrés ambiental inducido por agentes externos 

como el AE LOT-II, y con ello disminuir su habilidad para formar biofilm(Harris et al., 1997; 

Ryan T Cirz et al., 2005). 

La enzima Piridoxal 5'-fosfato sintasa (pdxT) es un cofactor esencial para múltiples enzimas 

involucradas en diversos procesos celulares fundamentales. Aunque la información 

específica sobre su relación con la patogenicidad en Staphylococcus aureus es limitada, 

existen estudios en otras especies bacterianas que evidencian su importancia. Por ejemplo, 

un estudio realizado en Mycobacterium tuberculosis demostró que la presencia de pdxT en 

la biosíntesis de vitamina B6 es crucial para la supervivencia y virulencia del patógeno (Dick 

et al., 2010). Asimismo, Xie et al. reportaron que la expresión de pdxT disminuye tras la 

inactivación de clpP, una proteína implicada en la tolerancia al estrés en Actinobacillus 

pleuropneumoniae (F. Xie et al., 2017).   

Diversos estudios han evaluado la formación de biofilm en cepas mutantes con o sin la 

expresión de clpP en bacterias como Pseudomonas fluorescens, Streptococcus mutans y 

Staphylococcus epidermidis, observando un incremento en la formación de biofilm cuando 

clpP está activa, y una reducción cuando su función es suprimida (Wang et al., 2022). En este 

contexto, se puede inferir que la disminución en la expresión de pdxT inducida por el 
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tratamiento con AE LOT-II podría repercutir negativamente sobre la proteína clpP, lo que a 

su vez afectaría la producción de factores de virulencia, incluidas toxinas y la formación de 

biofilm. Estos hallazgos son coherentes con los resultados obtenidos en este estudio, como se 

muestra en las figuras 6 y 7, así como en la tabla 3. 

 

De manera complementaria, otra proteína de interés identificada fue glutamato sintasa (gtlA), 

la cual es esencial para el desarrollo y la supervivencia del biofilm en especies como Bacillus 

subtilis, Enterococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa(Kimura & Kobayashi, 2020).La 

disminución en la expresión de gtlA afecta directamente la homeostasis bacteriana y el 

desarrollo del biofilm. Además, el glutamato participa en rutas metabólicas clave, como la 

biosíntesis de ornitina y arginina, así como en el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA), todos 

procesos fundamentales para la síntesis de poliaminas y el metabolismo bioenergético, 

especialmente durante las etapas iniciales de formación del biofilm (Nassar et al., 2021). Por 

otra parte, Shibamura-Fujiogi et al. demostraron, mediante el uso de cepas mutantes, que los 

cambios metabólicos inducidos por el glutamato pueden afectar significativamente la 

formación del biofilm en cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM). Estos hallazgos 

se relacionan con los resultados obtenidos en este estudio, en los que se observó una 

disminución en la expresión de esta proteína, lo que sugiere una posible alteración del 

metabolismo bioenergético y, por ende, una interferencia directa en la formación del biofilm 

(Shibamura-Fujiogi et al., 2022) 

Asimismo, se observó una regulación significativa en la proteína nicotinato-nucleótido-

dimetilbencimidazol fosforribosiltransferasa (CobT). Aunque no se han reportado estudios 

específicos sobre esta enzima en Staphylococcus aureus, su función ha sido descrita en otras 
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especies bacterianas, como Salmonella enterica, donde participa en una etapa clave de la 

biosíntesis de cobalamina (vitamina B12) (Claas et al., 2010). En S. entérica y S. 

typhimurium, CobT cataliza la transferencia de fosforribosa al dimetilbencimidazol, un paso 

esencial para la formación de nucleótidos de base. Cuando la adenina actúa como base, el 

producto resultante es una cobamida conocida como pseudo-B12 (Keck & Renz, 2000). 

Aunque las razones fisiológicas detrás de la producción de diferentes formas de cobamidas 

aún no se comprenden completamente, se ha sugerido que esta diversidad podría estar 

relacionada con la adaptación metabólica de la bacteria frente a distintas condiciones 

ambientales (Chan et al., 2014). 

Ahora, el aumento de expresión de Acetilglutamato quinasa (argB) que participa en la 

biosíntesis de arginina la cual pueden interactuar con sistemas de señalización de quorum 

sensing (QS), que regulan la expresión de genes relacionados con la formación del biofilm. 

Un aumento de la expresión de esta proteína se ve reflejado en una mayor resistencia a 

condiciones adversas dentro del biofilm (Nüse et al., 2023). Además, la arginina está 

implicada en la formación de adhesinas y es de los aminoácidos más representativos en la 

formación del biofilm, siendo al mismo tiempo fuentes potenciales de nitrógeno, carbono y 

energía (Snell et al., 2024) 

Otro hallazgo relevante en el perfil proteómico fue la modulación de Serina 

hidroximetiltransferasa (glyA), la cual es una enzima dependiente del piridoxal 5'-fosfato, 

cataliza la escisión retroaldólica de la serina a glicina (Florio et al., 2011).La glicina es 

esencial para la síntesis de pirimidinas, y aminoácidos(Anderson et al., 2012; Giardina et al., 

2018). Mientras que la fosforribosil formil glicinamidina sintasa II (purL) y la orotidina 5'-
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fosfato son responsables del metabolismo de purinas y pirimidinas, respectivamente 

(Goncheva et al., 2020; Ren et al., 2022). 

El aumento en la expresión de las proteínas mnhG, glyA, pstB, PurL, rplF, pyrF, thiC y argB 

observado en este estudio, inducido por LOT-II, probablemente está relacionado con un 

incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno, lo que genera estrés oxidativo. 

Esta condición requiere una mayor producción de glutatión para contrarrestar el daño celular 

(Gusarov & Nudler, 2005; Van Acker & Coenye, 2017).Por otro lado, la síntesis de 

pirimidinas y purinas se vuelve necesaria para la reparación del ADN y la generación de ATP 

(Ren et al., 2022). 

La proteína ribosomal L6 (rplF), involucrada en la síntesis de proteínas, podría presentar un 

aumento en su expresión debido al daño ocasionado en otras proteínas ribosomales por el 

efecto del aceite esencial LOT-II. Esto se relaciona con lo reportado en la literatura, donde se 

explica que el ARN y las proteínas ribosómicas pueden sufrir modificaciones químicas por 

la acción de especies reactivas de oxígeno, lo que puede alterar la función del ribosoma o 

incluso causar su pérdida(Seixas et al., 2022; Shcherbik & Pestov, 2019). 

Asimismo, otro posible efecto del estrés inducido por el AE LOT-II se refleja en la 

disminución de la expresión de la proteína transportadora de fosfato (pstB). Esta proteína 

desempeña un papel clave en la homeostasis del fosfato, siendo un componente de la 

permeasa dependiente de ATP que libera la energía necesaria para el transporte de fosfato 

inorgánico periplásmico (Lamarche et al., 2008). Diversos estudios vinculan el sistema Pst 

con la virulencia, debido a su relación directa con el regulón Pho, el cual regula componentes 

de la superficie celular como el ácido teicurónico, lípidos libres de fosfato, fosfolípidos, 

exopolisacárido y adhesinas(Agrawal et al., 2003). Con base en lo anterior, el aumento en la 
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expresión de esta proteína puede estar relacionado directamente con el estrés generado por el 

AE LOT-II, ya que este podría inducir alteraciones en la morfología bacteriana al interactuar 

con lípidos y proteínas, provocando una deficiencia de fosfato intracelular y, en 

consecuencia, una mayor demanda de transporte de este(Lamarche et al., 2005). 

 Finalmente, la Proteína de membrana (mnhG2) es un transportador activo de membrana que 

utiliza la fuerza motriz de protones para efluir iones de sodio intracelulares; son importantes 

en la homeostasis del pH intracelular y el eflujo de Na + dentro y fuera de la célula(Ito et al., 

2017). Un aumento de la expresión de esta proteína se podría relacionar con que la célula 

está respondiendo a un desequilibrio iónico o de pH, protegiéndose contra la toxicidad del 

Na⁺ y manteniendo condiciones que le permitan mantener su metabolimo activo(Ito et al., 

2017; Padan et al., 2005) . 

Como complemento al análisis experimental, se realizó estudio de docking molecular entre 

las proteínas que presentaron una expresión diferencial durante el tratamiento con el AE 

LOT-II (MnhG, GlyA, PstB, PurL, RplF, PyrF, ThiC, ArgB, MulT, DeoC, GtlA, CobT, PurA 

y PdxT) y los componentes del AE LOT-II (Carvacrol, Metiltioéter, Óxido de cariofileno, 

Timol, Trans-β- cariofileno, α-humuleno, β-mirceno, γ-terpineno, P-cimeno).  

Los resultados, presentados en la Tabla 6, reflejan los valores de docking score (expresados 

en kcal/mol), donde valores más negativos indican una mayor afinidad. Se evidenciaron 

interacciones multitarget entre los compuestos del AE LOT-II y diversas proteínas 

bacterianas diferencialmente expresadas, lo cual coincide con lo reportado por Cristani et al., 

en donde los autores demostraron que los aceites esenciales contienen una amplia variedad 

de metabolitos secundarios capaces de inhibir el de microorganismos mediante la acción 

sobre múltiples blancos celulares. Estos compuestos pueden afectar tanto la membrana como 
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el citoplasma bacteriano, e incluso inducir alteraciones morfológicas profundas en ciertas 

condiciones(Cristani et al., 2007) 

Por otra parte, entre las interacciones más relevantes del presente estudio, se destaca la que 

ocurre entre la proteína PurA (adenilosuccinato sintetasa) y el carvacrol, con un docking score 

de -6.129, el más bajo observado. Esta interacción sugiere un fuerte potencial de unión, lo 

que podría interferir con la síntesis de purinas, un proceso esencial para la replicación del 

ADN y la síntesis de ATP. Dado que PurA desempeña un papel central en el metabolismo de 

nucleótidos, su inhibición podría comprometer significativamente la viabilidad bacteriana, lo 

que se alinea con el efecto antimicrobiano observado in vitro(Gélinas et al., 2021; Li et al., 

2021; Kano et al., 2024). 

Otras interacciones relevantes incluyeron la proteína GltA (glutamato sintasa) con carvacrol 

(-5.008), la DeoC (aldolasa de desoxirribosa-fosfato) con carvacrol (-4.546), y PstB 

(componente del sistema Pst de transporte de fosfato) con carvacrol (-4.285). Como se 

mencionó anteriormente, estas proteínas están involucradas en rutas metabólicas esenciales 

como la biosíntesis de aminoácidos, la utilización de carbohidratos y el transporte de fosfato, 

respectivamente, lo cual sugiere que los componentes del AE podrían afectar múltiples 

funciones celulares mediante interacciones directas con blancos moleculares 

críticos(Lamarche et al., 2005; Kimura & Kobayashi, 2020). 

Además, tanto carvacrol como timol, dos de los tres componentes mayoritarios del AE LOT-

II, mostraron interacciones consistentes con varias de las proteínas analizadas. Esto refuerza 

la hipótesis de que su actividad antimicrobiana puede estar mediada, al menos en parte, por 

la inhibición directa de funciones enzimáticas y estructurales clave. En particular, timol 
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mostró una buena afinidad hacia PyrF (-4.112) y MulT (-4.143), asociadas con la biosíntesis 

de nucleótidos y la reparación del ADN, respectivamente. 

Es importante mencionar, que estos análisis in silico revelaron que carvacrol presentó los 

valores de docking score más bajos frente a varias proteínas clave. Por lo tanto, es importante 

considerar la composición química del AE LOT-II.  

De acuerdo con el perfil químico, los tres componentes mayoritarios son timol (72.3%), p-

cimeno (10.7%) y carvacrol (4.4%) (tabla 1). Esta información sugiere que, a pesar de la alta 

afinidad de carvacrol en los modelos de acoplamiento molecular, su baja concentración 

relativa en el AE podría limitar su efecto individual. Por ello, surgió la necesidad de realizar 

ensayos de actividad antimicrobiana adicionales utilizando cada uno de estos compuestos en 

las concentraciones correspondientes a las que se encuentran en el AE. Esto permitió 

determinar si su efecto antimicrobiano es atribuible a una acción individual o si, por el 

contrario, depende de una interacción sinérgica entre los compuestos. Tal abordaje fue 

fundamental para comprender con mayor precisión el posible mecanismo de acción del AE 

LOT-II. Los ensayos de actividad antimicrobiana se llevaron a cabo sobre células 

planctónicas de la cepa en estudio (S. aureus ATCC 43300). Los resultados indicaron que, a 

estas concentraciones, ninguno de los compuestos mostró una actividad antimicrobiana 

significativa por sí solo (figura 3, 4 y 5) lo que sugiere que su efecto inhibitorio observado 

en el AE LOT-II, podría deberse a una acción sinérgica con los otros componentes presentes 

en el.  Esta falta de efecto individual ya ha sido reportada en estudios previos, donde se ha 

señalado que ciertos terpenos, como el p-cimeno, poseen escasa actividad antimicrobiana 

directa, pero pueden potenciar el efecto de otros compuestos más activos como el carvacrol 
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o el timol, al facilitar su penetración en la membrana bacteriana o alterar su fluidez (Pyo & 

Jung, 2024; Q. H. Xie et al., 2023).  

De esta manera, los resultados obtenidos refuerzan la hipótesis de que la eficacia del AE 

LOT-II frente a S. aureus ATCC 43300 no se debe únicamente a la acción de un componente 

aislado, sino a la interacción sinérgica entre varios de sus constituyentes, siendo esta 

combinación clave para su actividad biológica. Estos hallazgos sugieren que el efecto del AE 

LOT-II podría estar asociado no solo a alteraciones de la membrana o generación de estrés 

oxidativo, como se evidenció experimentalmente, sino también a la inhibición directa de 

rutas metabólicas esenciales mediante interacciones moleculares específicas.  No obstante, 

en experimentos in vitro estos efectos pueden no manifestarse sin la presencia de otros 

compuestos que modulan la actividad general; como quedo evidenciado en el estudio de 

Pourkhosravani et al., en donde se evaluó las propiedades antimicrobianas y antibiofilm de 

los aceites esenciales de Cinnamomum verum y Elettaria cardamomum. Los resultados 

mostraron que individualmente no lograron inhibir significativamente el crecimiento de 

Escherichia coli como lo hacían en sinergia, lo cual fue respaldado por los análisis de docking 

molecular, indicando que los metabolitos activos de los aceites esenciales pueden interactuar 

con diferentes blancos bacterianos, lo que sugiere un modo de acción 

sinérgico(Pourkhosravani et al., 2021). 

Finalmente, con base en los resultados obtenidos en este estudio, se propone que el posible 

mecanismo de acción del AE LOT-II sobre S. aureus ATCC 43300 multifactorial, que 

involucra la inhibición de la formación de biofilm a través de dos vías complementarias: (i) 

la alteración en la expresión de proteínas clave y (ii) la posible inhibición directa de su 

actividad, como lo sugieren los análisis in silico. Las proteínas cuya expresión fue modulada 
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por el AE LOT-II están directamente relacionadas con procesos esenciales como la 

replicación y reparación del ADN, la comunicación por quorum sensing (QS), la formación 

y mantenimiento del biofilm, así como con factores de colonización y patogenicidad. Por lo 

tanto, el AE LOT-II tendría la capacidad no solo de interferir en las etapas iniciales de 

formación del biofilm, sino también de favorecer el desprendimiento de biofilm ya 

establecido. Este efecto parece estar mediado por una combinación de estrés oxidativo, 

interferencia en la maquinaria de replicación, alteración en la expresión de proteínas 

reguladoras del exopolisacárido y reducción en la producción de hemolisinas, todos ellos 

elementos críticos para la virulencia de S. aureus. 

 

10 Conclusiones 

El AE LOT-II tiene efecto antimicrobiano, antihemolitico y antibiofilm sobre S. aureus ATCC 

43300 en concentraciones sub-MIC desde 50µg/mL hasta 150µg/mL. 

El AE LOT-II genera cambios significativos en la expresión de proteínas de S. aureus ATCC 

43300 en estado sésil a 75µg/mL. Estas proteínas están involucradas en funciones esenciales 

como adhesión celular, replicación del ADN, síntesis de proteínas, producción de 

exopolisacárido, respuesta al estrés oxidativo y mantenimiento de la membrana celular, lo 

cual sugiere que el AE LOT-II ejerce un efecto modulador sobre la fisiología bacteriana. 

El AE LOT-II produjo cambios significativos en las proteínas involucradas en la formación 

y estabilidad del biofilm. Se identificaron 15 proteínas con cambios en su expresión: nueve 

de ellas aumentaron su expresión (MnhG, GlyA, PstB, PurL, RplF, PyrF, ThiC, ArgB ) y seis 

proteínas claves en la adhesión celular y la síntesis de componentes estructurales del biofilm 
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presentaron disminución de su expresión (MulT, DeoC, GtlA, CobT, PurA, PdxT), en 

comparación con la condición control.  

Mediante la correlación de los cambios en la expresión diferencial de proteinas con las rutas 

metabólicas relacionadas, se determinó que el posible mecanismo de acción del AE LOT-II 

sobre S. aureus ATCC 43300 induce inhibición en la formación de biofilm usando dos vías: 

afectando la expresión de proteínas claves y posiblemente inhibiendo su actividad afectando 

procesos relacionados con estrés oxidativo, la inhibición de proceso de replicación y de 

reparación del ADN , inhibición de proteínas reguladoras del exopolisacárido y producción 

de hemolisina.  

Adicionalmente, las micrografías obtenidas por SEM del biofilm de S. aureus tratadas con 

una concentración sub-CMI de 75µg/mL, evidenciaron una reducción en la producción de 

estructuras de adhesión, correlacionándose con las alteraciones detectadas a nivel 

proteómico.  

El análisis mediante docking molecular demostró que los componentes del AE LOT-II tienen 

interacción con varias de las proteínas cuya expresión se vio alterada por el tratamiento, es 

decir tienen un comportamiento multitarget. Estas interacciones se localizaron 

principalmente en regiones funcionales, como sitios catalíticos o dominios de unión al 

sustrato. Teniendo en cuenta que los componentes mayoritarios del AE (timol 72.3 %, p-

cimeno 10.7% y carvarol 4.4%) no presentan actividad antimicrobiana, se sugiere que el AE 

LOT- II ejerce su efecto inhibidor mediante interacción sinérgica de sus componentes 

generando una interferencia directa en la función de las proteínas.  
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Los resultados obtenidos en este estudio permitieron identificar posibles mecanismos de 

acción del AE LOT-II sobre la formación del biofilm a través de un enfoque proteómico y 

fenotípico que proporcionan nuevas perspectivas sobre el potencial del AE LOT-II como 

agente antibiofilm y sientan las bases para el diseño de nuevas estrategias terapéuticas 

basadas en compuestos naturales. 
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11 Recomendaciones 

Es importante contar con un equipo de espectrometría de masas de alta resolución permitiría 

identificar con mayor precisión la huella peptídica de los spots detectados, proporcionando 

información clave para optimizar el procesamiento de datos y mejorar su anotación a través 

de las bases de datos disponibles. Además, se sugiere la incorporación de otros enfoques 

"ómicos", como transcriptómica o metabolómica, que permitan una visión más integral del 

mecanismo de acción de LOT-II sobre la formación del biofilm. Esta estrategia facilitaría la 

validación de las rutas metabólicas en las que participan las proteínas identificadas como 

posibles dianas terapéuticas para reducir la formación de biofilm en la cepa de S. aureus 

resistente a meticilina ATCC 43300. 

Como continuidad de este trabajo, se propone realizar el análisis de los transcritos 

correspondientes a algunas de las proteínas con expresión diferencial, con el fin de confirmar 

los resultados obtenidos a nivel proteómico.  
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