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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos es un problema global que surgié desde el
descubrimiento de los antibidticos y ha ido en aumento debido a la capacidad que tienen los
microorganismos de desarrollar resistencia como un proceso natural de su crecimiento. El
patdgeno oportunista Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es una de las principales causas
de las infecciones nosocomiales en la actualidad, ha sido clasificado por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) como una amenaza urgente para la salud publica (OMS, 2017). En
consecuencia, la investigacion de nuevas alternativas antimicrobianas para combatir la
resistencia esta en auge.

Aqui, se evalud el efecto del aceite esencial (AE) de Lippia origanoides (L. origanoides)
sobre el crecimiento y metabolismo de P. aeruginosa en estado plancténico. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) se determiné mediante el método de microdilucion en caldo, y los
analisis del perfil metabolémico se realizaron mediante analisis por cromatografia liquida de ultra
alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-ESI/Orbitrap-
HRMS). El AE inhibi6 el crecimiento de P. aeruginosa con una CMlz de 0,37 mg/mL. Los
analisis estadisticos univariados y multivariados permitieron identificar cambios metabdlicos
significativos en la abundancia de mdaltiples metabolitos en el microorganismo, los cuales
estuvieron asociados con diferentes rutas metabolicas, entre las que se encuentra el metabolismo
central del carbono, el metabolismo y la biosintesis de aminoacidos, el metabolismo de las purinas,
entre otros. Teniendo en cuenta el rol que desempefian estas rutas en diferentes procesos
bioguimicos del microorganismo en estudio, se disefid un mapa metabdlico para proponer el
posible mecanismo de accion causado por el AE de L. origanoides sobre P. aeruginosa. Esta

investigacion destaco el importante papel de los AE como alternativas terapéuticas, con el fin de
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ampliar el conocimiento respecto al modo de accion para el desarrollo de nuevos productos
antimicrobianos.
Palabras clave: resistencia antimicrobiana, estado plancténico, metabolitos secundarios,

alternativas antimicrobianas, rutas metabolicas.

Abstract

Antimicrobial resistance is a global problem that has emerged since the discovery of
antibiotics and has been increasing due to the ability of microorganisms to develop resistance as a
natural process of their growth. The opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) is one of the main causes of nosocomial infections today, has been classified by the
World Health Organization (WHQO) as an urgent threat to public health (WHO, 2017).
Consequently, research into new antimicrobial alternatives to combat resistance is booming.

In here, the effect of essential oil (EO) of Lippia origanoides (L. origanoides) on the growth
and metabolism of P. aeruginosa in planktonic state was evaluated. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined by the broth microdilution method, and metabolomic profile
analyses were performed by ultra-high performance liquid chromatography coupled to high-
performance mass spectrometry (UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS) analysis. AE inhibited the growth
of P. aeruginosa with an MICso of 0,37 mg/mL. Univariate and multivariate statistical analyses
allowed the identification of significant metabolic changes in the abundance of multiple
metabolites in the microorganism, which were associated with different metabolic pathways,
including central carbon metabolism, amino acid metabolism and biosynthesis, purine metabolism,
among others. Taking into account the role played by these pathways in different biochemical

processes of the microorganism under study, a metabolic map was designed to propose the possible
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mechanism of action caused by the EO of L. origanoides on P. aeruginosa. This research
highlighted the important role of EOs as therapeutic alternatives, in order to expand the knowledge

regarding the mode of action for the development of new antimicrobial products.

Keywords: antimicrobial resistance, planktonic state, secondary metabolites,

antimicrobial alternatives, metabolic pathways.
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1. Introduccion

Los antibioticos han sido una revolucion en la medicina, su descubrimiento se convirtio en
una alternativa para el tratamiento de diferentes enfermedades producidas por agentes bioldgicos
infecciosos, pero desde hace varios afios se ha reportado la aparicion de resistencia bacteriana a
estos farmacos que ha deteriorado su eficacia (Gomez et al., 2020). Los antibidticos se consideran
como una alternativa para que el cuerpo humano se defienda de las bacterias, no obstante, los genes
bacterianos generan una resistencia con el fin de defenderse de estos, por lo cual desarrollan
diferentes mecanismos para contrarrestar el efecto de los farmacos a través de una expresion
natural de la genética bacteriana, provocando que evolucionen y sean cada vez mas resistentes
(Cabrera et al., 2007; Alo6s, 2015). Desde los inicios, el uso masivo y descontrolado de los
antibidticos ha sido la causa del desarrollo de la resistencia bacteriana, y posteriormente el aumento
en la prevalencia de la resistencia en el mundo, debido al uso inadecuado de antibidticos tanto en
el campo médico como en el industrial, lo cual ha ocasionado una emergencia en la salud pablica
mundial (Belloso, 2009).

En la actualidad, uno de los problemas mas importantes de la salud publica es la busqueda
de estrategias y control para contrarrestar la resistencia bacteriana. En el 2020 la OMS clasifico la
resistencia antimicrobiana dentro de la lista de “problemas sanitarios urgentes de dimension
mundial” (Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), 2021). Los Centros para el Control y la
Prevencién de Enfermedades (CDC) en los Estados Unidos estimaron que en el mundo
aproximadamente 2 millones de personas se infectan por algun tipo de patégeno y alrededor de
23.000 personas mueren por afio a causa de patdgenos resistentes a los antibioticos (Mir et al.,

2023). En el 2017 la OMS publico su primera lista de «patdgenos prioritarios» resistentes a los
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antibidticos, en la cual se encuentra la bacteria P. aeruginosa con prioridad critica debido a que
presenta multirresistencia a diferentes farmacos (OMS, 2017).

P. aeruginosa es una bacteria patdgena, Gram-negativa, que causa infecciones graves
relacionadas con afectaciones del sistema respiratorio, infecciones oculares y del tracto urinario,
neumoniay complicaciones en diferentes heridas quirurgicas (Carroll et al., 2016). Es un patdgeno
oportunista responsable del 10% de las infecciones hospitalarias, siendo clasificadas como
infecciones graves y potencialmente mortales (Mehrad et al., 2015), esto se debe al amplio
espectro de resistencia que presenta a diferentes antibioticos, que es debido a que posee una
membrana externa de permeabilidad limitada que, precisamente, limita el acceso de los
antibidticos, incluidos aquellos a los que nunca ha estado expuesta (Castanheira et al., 2022). Sus
infecciones son dificiles de tratar debido a los sofisticados mecanismos de resistencia que genera
usando antibiéticos comunes, y en algunos casos genera resistencia durante el tratamiento, lo que
ha reducido la eficacia de los tratamientos disponibles, por lo cual su tratamiento se realiza usando
diferentes farmacos de amplio espectro para evitar el desarrollo acelerado de resistencia (Burrows,
2018; Otis et al., 2019). Ademas, se ha evidenciado que P. aeruginosa presenta resistencia del
10% al 50 % hacia la actividad de los carbapenémicos en la mayoria de los paises, los cuales son
antibidticos de Gltimo recurso conocidos por su importancia en el uso de diferentes tratamientos,
lo que ha convertido sus mecanismos de resistencia en los mas estudiados (El-Sherbiny et al.,
2022; Feng et al., 2017).

Debido a los diferentes reportes expuestos por la OMS y la preocupacién de la comunidad
médica y cientifica por el aumento en la resistencia antimicrobiana, se ha generado la necesidad

de investigar nuevas alternativas antibacterianas, por lo cual, en la actualidad se esta en la busqueda
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de diferentes estrategias alternativas para lograr disminuir o mitigar la probabilidad de encontrar
multirresistencia microbiana.

Una de las alternativas méas prometedoras es el uso de productos naturales, entre ellos, los
aceites esenciales (AE), debido a que poseen una amplia cantidad de metabolitos secundarios que
tienen la capacidad de inhibir o retrasar el crecimiento de bacterias, hongos y levaduras (Nazzaro
et al., 2013). En los tltimos afios ha aumentado la utilizacién y consumo de los productos naturales
en diferentes industrias, trayendo consigo un desarrollo importante a nivel mundial en la industria
de plantas aromaticas y medicinales (Castafieda et al., 2007). Los mecanismos de accion que
ejercen los componentes de los AE no han sido identificados completamente, sin embargo, los
componentes quimicos mayoritarios de los AE se han estudiado por tener actividad contra una
amplia gama de dianas farmacoldgicas; aunque cada aceite tiene composicion quimica diferente,
los AE han sido caracterizados por sus propiedades antinflamatorias, antivirales y antibacterianas,
y son considerados como una alternativa viable debido a sus diferentes modos de accion estudiados
para afectar a las células bacterianas, logrando inhibir el crecimiento y disminuir la probabilidad
de aparicion de microorganismos resistentes (Gémez et al., 2020).

En el presente estudio, se utiliz el AE de L. origanoides para explorar su efecto bioldgico
a nivel metabdlico sobre la bacteria P. aeruginosa, dado que Caceres et al. (2020) reportaron que
este AE presenta buena actividad antimicrobiana contra microorganismos patdgenos. Por tanto, a
través de una aproximacion en metabolémica basada en analisis por espectrometria de masas de
alta resolucion (LC/MS) se determiné las posibles rutas metabdlicas alteradas en el
microorganismo durante el tratamiento con el AE y, con especial interés, en aquellas rutas
involucradas en la formacion del biofilm, siendo este un medio de barrera fisica por el cual el

microorganismo contrarresta la efectividad de muchos farmacos. Los alcances de la investigacion



15

permitieron ampliar el conocimiento sobre las vias metabdlicas afectadas por el tratamiento con el
AE de L. origanoides sobre P. aeruginosa, lo cual abre un campo importante para, a corto o
mediano plazo, disefiar o formular nuevas estrategias terapéuticas a base de productos naturales
para contrarrestar el desarrollo acelerado de resistencia microbiana por parte de microorganismos

altamente patdgenos y de gran interés clinico.

2. Objetivos
2.1 Objetivos generales
Determinar el efecto del aceite esencial de Lippia origanoides sobre las rutas metabdlicas
relacionadas con el crecimiento en estado planctonico de Pseudomonas aeruginosa.
2.2 Objetivos especificos
e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de L.
origanoides frente a la bacteria P. aeruginosa mediante el estudio de la actividad
antimicrobiana.
e Evaluar los perfiles metabolicos diferenciales de P. aeruginosa durante el
tratamiento con el aceite esencial de L. origanoides
e Establecer las rutas metabdlicas afectadas y el posible mecanismo de accion del
aceite esencial de L. origanoides sobre la inhibicion del crecimiento planctonico de

P. aeruginosa.

3. Marco teorico
3.1 Antibioticos y resistencia de los microorganismos
La resistencia bacteriana a los antibidticos se define como la capacidad que tiene una

bacteria para sobrevivir a concentraciones de antibidtico que inhiben o matan a otras bacterias
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(Alos, 2015), estas pueden clasificarse como susceptibles o resistentes segin la informacion
cuantitativa determinada en términos de concentracién minima inhibitoria (CMI), la cual es la
concentracion minima de agente antimicrobiano que en condiciones in vitro especificas impide
completamente el crecimiento visible de un microorganismo (Kowalska & Dudek, 2021; Chen
et al., 2023)

La resistencia a los antimicrobianos es un importante problema global de salud publica que
estd en aumento desde el descubrimiento de los antibioticos a inicios del siglo XX, pero es muy
probable que se usaran inadvertidamente desde mucho tiempo atras. La penicilina marco el inicio
de la era de los antibidticos con su descubrimiento en 1928, aungue existen evidencias de que se
usaban desde tiempos antiguos (Programa de Lugares Emblematicos Internacionales de la Historia
de la Quimica de la ACS, 1999). Los antibidticos son agentes quimicos que previenen el
crecimiento bacteriano, y pueden ser bacteriostaticos o bactericidas (Dugassa & Shukuri, 2017),
su descubrimiento fue uno de los mas importantes en la historia de la medicina, ya que son vitales
para la prevencion y tratamiento de infecciones, sin embargo, desde hace varios afios ha surgido
la habilidad en las bacterias para sobrevivir en ciertas concentraciones de antibi6ticos (Belloso,
2009).

El primer caso de resistencia antimicrobiana reportado fue en Escherichia coli en el afio
1940 (Cabrera et al., 2007), desde entonces, diferentes estrategias y modificaciones quimicas se
han realizado a los antibi6ticos para contrarrestar la resistencia de los microorganismos, siendo los
ultimos 50 afios marcados por el desarrollo continuo de diferentes agentes antimicrobianos, y a su
vez por el incremento de la resistencia en diferentes cepas bacterianas (Briones, 2006). Las
principales causas responsables del desarrollo de resistencia y la propagacién de patégenos son las

practicas médicas y agricolas, su practica erronea y uso indiscriminado ha causado que las
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bacterias mediante diferentes mecanismos desarrollen estrategias que les permiten evadir los
efectos de estos compuestos (Sultan et al., 2018). Diferentes estudios han demostrado que existe
una gran variedad de mecanismos de resistencia bioquimicos o fisioldgicos que son responsables
del desarrollo de resistencia hacia los farmacos (Dugassa & Shukuri, 2017), esta resistencia puede
ser intrinseca del organismo, siendo dependiente de genes o propiedades de la célula, o adquirida,
que se atribuye a mutaciones o intercambio de elementos genéticos de resistencia (plasmidos con
genes de resistencia), permitiendo que adquieran caracteristicas para mejorar su adaptabilidad
(Hall & Mah, 2017).

La resistencia antimicrobiana sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad del siglo XXI a pesar de los esfuerzos realizados para erradicar las enfermedades
infecciosas (Lebeque et al., 2006). El desarrollo de resistencia es un proceso natural que no puede
detenerse, es cada vez mas comun en todo el mundo, ya que una vez introducido un antibidtico en
el mercado es solo cuestion de tiempo para encontrar resistencia a este, y sus usos indiscriminados
provocan que este proceso se acelere (Anooja & John, 2021; Cabrera et al., 2007).

En 2019, Murray et al. (2022) realizaron un estudio sobre la carga mundial de resistencia
a los antimicrobianos, en el cual determinaron un total de 4,95 millones de personas fallecidas en
el 2019 por causa de enfermedades en las que participa la resistencia bacteriana, y 1,27 millones
de muertes por causa directa a la resistencia, mientras que O’Neill (2016) mediante una revision
sobre la resistencia hacia los antimicrobianos estimo que para el 2050 las muertes causadas por
resistencia lograran ser 10 millones de muertes anuales, convirtiéndose en la mayor causa de
muerte a nivel mundial, siendo Asia y Africa los lugares méas afectados (Figura 1). También, se
estimaron que una de cada cinco muertes relacionadas con la resistencia bacteriana corresponde a

nifilos menores de cinco afos, por lo cual esto ha generado una amenaza para la salud mundial,
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donde los paises en via de desarrollo son los més afectados y los nifios los mas vulnerables (Murray

et al., 2022).

Figura 1. Muertes atribuidas a infecciones causadas por resistencia antibacteriana.
A) Comparacion de cifras anuales de diferentes causas de muertes. B) Muertes por resistencia

antibacteriana estimadas a nivel mundial para el afio 2050.

A RAM 2050
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Nota. Adaptado de “Resistencia bacteriana a antimicrobianos: Un problema de salud publica sin

ESKAPE”, por Chavez, J. V., 2020, Milenaria, Ciencia Y Arte, (15), 6-8.

3.2 Descripcion general de la bacteria P. aeruginosa

P. aeruginosa es un patdégeno oportunista (los microorganismos oportunistas pueden
causar enfermedades infecciosas graves en individuos) (Olmos etal., 2015), es una bacteria
aerobia con forma de bastoncillos, gram-negativa, invasora y toxigena, pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, que poseen un genoma relativamente grande y tiene una gran capacidad
genética que le permite sobrevivir y crecer en una gran variedad de entornos y condiciones
(Rashiya et al., 2021; Chen et al., 2022). Es uno de los principales patdgenos nosocomiales en el
mundo que tiene la capacidad de adquirir diferentes mecanismos de resistencia promoviendo la
sobrevivencia de la bacteria en una amplia gama de entornos naturales y hospitalarios, sus

infecciones son dificiles de tratar por la resistencia que presenta a la mayoria de los antibiéticos
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usados en la actualidad (Burrows, 2018; Strateva & Yordanov, 2009), siendo un importante
patdgeno vegetal y humano que causa infecciones mediante un conjunto de factores de virulencia,
los cuales le permite contrarrestar los mecanismo de defensa (Mahajan et al., 1999).

La mortabilidad y morbilidad atribuible a P. aeruginosa es elevada en personas
vulnerables, causando generalmente infecciones graves (Kerr & Snelling, 2009). En un informe
publicado por la Red Nacional de Seguridad de la Atencion Medica (NHSN) clasificaron a P.
aeruginosa como el sexto patdgeno mas comdnmente asociado a las infecciones en los hospitales,
sus infecciones mas comunes son en heridas por quemaduras, en el torrente sanguineo, en el tracto
urinario, en el conducto auditivo, en la piel y en los tejidos blandos, ademas causa queratitis en
pacientes con problemas oculares, pero las principales infecciones que causa es en el tracto
respiratorio, cominmente en personas con fibrosis quistica, neumonia o bronquiectasias (Sathe
etal., 2023)

Las infecciones que causa P. aeruginosa son dificiles de tratar debido a su capacidad de
resistencia a la accion de los agentes antimicrobianos, su resistencia intrinseca mas su capacidad
de desarrollar resistencia rapidamente han convertido su tratamiento en un desafio (Brakert et al.,
2023). Esto se debe a que la bacteria presenta una membrana externa poco permeable, multiples
sistemas de transporte y mecanismos de resistencia en los que estan involucradas ciertas enzimas
y mutaciones genéticas, como por ejemplo, bombas de eflujo sobreexpresadas, adquisicion de un
plasmido o gen de resistencia, proteinas de unién a penicilina y f-lactamasa cromosémica, entre
otros (Madigan et al., s. f.; Alshammari et al., 2023). Los mecanismos gque posee la bacteria son
adquiridos cuando se encuentra en presencia de agentes antimicrobianos, lo que genera que realice
mutaciones para sobrevivir que pueden dar lugar a la adquisicion simultanea de varios mecanismos

de resistencia que incitan al microorganismo a adquirir multiresistencia (Strateva & Yordanov,
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2009). Por lo cual, P. aeruginosa es clasificada como un microorganismo multirresistente y
extremadamente resistente, siendo sus infecciones dificiles de erradicar en comparacion con otros
patogenos (Lebreton et al., 2021).

Ademas, P. aeruginosa tiene la capacidad de formar biofilm (biopeliculas), el cual es un
modo de crecimiento en comunidades multicelulares encerradas en sustancias poliméricas
extracelulares adheridas a una superficie (Verderosa et al., 2019); esto le proporciona mejores
condiciones para sobrevivir en diferentes nichos ambientales o en un huésped, ya que las
biopeliculas causan que aumente su patogenicidad e impiden la penetracion de los antibidticos
(Madigan et al., s. f. & Kerr & Snelling, 2009). Actualmente, presenta resistencia a la mayoria de
los antibidticos existentes incluidos los aminoglucosidos, las fluoroquinolonas, los B-lactamicos,

y los carbapenémicos, los cuales son antibidticos de ultimo recurso (Breidenstein et al., 2011).

3.3 Afectaciones causadas por P. aeruginosa en la salud mundial

En los Gltimos afios las tasas de resistencia a los antibidticos que presentan las bacterias
patdgenas han aumentado dréasticamente catalogandolas como una gran amenaza en el mundo, es
muy comun encontrar en los hospitales infecciones causadas por bacterias Gram-negativas como
P. aeruginosa, que no pueden ser tratadas con antibidticos convencionales, esto se ha convertido
en una gran preocupacion en los hospitales debido a que es una de la principales causas de
infecciones hospitalarias en especial en pacientes criticos e inmunocomprometidos (Bassetti et al.,
2018; Mehrad et al., 2015). Este microorganismo es responsable del 57% de las infecciones
nosocomiales (infecciones adquiridas en hospitales) (Rashiya et al., 2021), su tasa de mortalidad
nosocomial es del 5 — 54% (Golpayegani et al., 2019), y en las unidades de cuidados intensivos
(UCI) es el responsable del 13,2 - 22,6% de las infecciones encontradas (Driscoll et al., 2007). En

Estados Unidos es el principal patdgeno encontrado entre 60 — 80% de los pacientes con fibrosis
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quistica, es la tercera causa mas comun entre infecciones del tracto urinario asociadas a catéteres,
y un estudio realizado con datos obtenidos por 35 afios en este pais estimoé que P. aeruginosa es la
causa de 1400 muertes por neumonia adquirida en el hospital, siendo la segunda causa mas comun
asociada al ventilador (Sathe et al., 2023; Golpayegani et al., 2019).

P. aeruginosa ha venido presentando resistencia a los carbapenémicos, los cuales son
farmacos de ultimo recurso antibiético existentes para combatir las infecciones de bacterias gram-
negativas (Anooja & John, 2021). En Estados Unidos el 60% de las infecciones resistentes a los
carbapenémicos son causadas por este microorganismo, mientras que en Europa en el afio 2015 el
porcentaje de poblacidn de aislamientos invasivos resistentes a los carbapenémicos fue del 17,8%
para P. aeruginosa (OMS, 2017a). Debido a lo anterior, la OMS clasificé a P. aeruginosa como
un patégeno de prioridad critica (Castanheira et al., 2022), y los Centros para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) de E.E.U.U clasificaron al microorganismo como una
amenaza para la salud publica que requiere atencion y accién inmediata (Lebreton et al., 2021).

P. aeruginosa posee una eficiente capacidad de desarrollo de resistencia que convierte a
las infecciones causadas por esta especie en un problema clinico-epidemiolégico de gran
importancia (Gutiérrez et al., 2019). Un estudio realizado en Estados Unidos analiz6 mas de
28.000 infecciones adquiridas en 463 hospitales, del cual se determiné que P. aeruginosa es la
séptima causa mas frecuente de infecciones del torrente sanguineo asociada con catéteres, y la
segunda causa mas comun de neumonia asociada a ventiladores (Opperman etal., 2022).
Inclusive, se ha encontrado que es un patdgeno coinfectante comun en pacientes con COVID-19,
de acuerdo con la investigacion realizada por Noa Shafran (Shafran et al., 2021) en 19 pacientes

ingresados en una clinica demostré que es la coinfeccion mas frecuente con un 25% de regularidad,
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reconociendo a P. aeruginosa como el microorganismo gram-negativo mas comdn en infecciones
hospitalarias graves.

La resistencia a los antibioticos es una prioridad urgente en América Latina, un estudio
realizado sobre la prevalencia de eventos adversos en hospitales de Latinoamérica determina que
las infecciones nosocomiales son el evento mas frecuente con un porcentaje de 37,14%, y en
Colombia en el afio 2013 la proporcién de infecciones intrahospitalarias fue de 1,25 a nivel
nacional, siendo Antioquia, Bogota, Santander, Tolima y Valle del Cauca los departamentos con
las tasas de infeccion mas altas (Ministerio de Salud y Proteccién Social (MINSALUD), 2018).
Un estudio realizado por la Secretaria Distrital de Salud de Bogota revel6 que el 37,6% de las
infecciones reportadas fue a causa de microorganismos resistentes y el 62,4% por
microorganismos sensibles, donde P. aeruginosa represento el 55,9% de las infecciones causadas,
siendo la segunda bacteria que mas afectaciones provoco en los pacientes (Secretaria Distrital de

Salud de Bogota D.C., 2007).

Figura 2. Frecuencia de microorganismos en UCI adulto.
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Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) representan uno de los mayores
problemas para la seguridad de los pacientes que puede afectar su salud, la calidad de los servicios
prestados y genera una carga econdmica significativa (MINSALUD), 2018). En un informe de
vigilancia realizado por un laboratorio de resistencia antimicrobiana en Colombia sobre las IAAS
en 2018 se estudiaron las afectaciones que causan diferentes bacterias en los hospitales de
Colombia (Instituto Nacional de Salud (INS), 2019), donde se encontrd que P. aeruginosa es el
tercer microorganismo mas frecuente en las UCI de adultos, (Figura 2), el cuarto en UCI pediatrica
y en pacientes hospitalizados sin cuidados intensivos. Se determind que esta bacteria ocupa el
segundo lugar con mayores porcentajes de resistencia a los carbapenémicos, en el servicio de UCI
adulto present6 un rango entre 25,2% - 28,7%, en hospitalizacion de adultos entre 19,5% - 23,3%,
en UCI pediatrica entre 17,2% - 23,1% Yy en hospitalizacion pediatrica del 11,6% - 15,3% (Figura
3). Asimismo, reportaron las infecciones mas comunes asociadas a dispositivos, estas fueron

infeccion en el torrente sanguineo asociadas al catéter, y neumonia asociada a ventilador.

Figura 3. Resistencia de microorganismos gram-negativos en UCI adulto y pediatrica, Sistema

Nacional de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana en IAAS.
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doripenem, IPM: imipenem, MEM: meropenem, AMK: amikacina, GEN: gentamicina, CIP: ciprofloxacina
y COL.: colistina. Uciad: unidades de cuidados intensivos de adultos, ucipe: unidades de cuidados intensivos
pediatricos, ucine: unidades de cuidados intensivos neonatales. Nota. Tomado de Informe de resultados de
la vigilancia por laboratorio de resistencia antimicrobiana en infecciones asociadas a la atencidn en salud
(IAAS) 2018, por Instituto Nacional de Salud, 2019.

3.4 Aceites esenciales (AE)

Los productos naturales son una alternativa prometedora para el desarrollo de compuestos
antimicrobianos y se han utilizado ampliamente durante milenios como alimentos, medicamentos,
agentes conservantes, etc. (Castafieda etal., 2007). Entre las diferentes estrategias para
contrarrestar la resistencia emergente a los agentes antimicrobianos se encuentra en especial el uso
de los AE obtenidos de diversas plantas aromaticas, los cuales son una alternativa terapéutica
atractiva y potencial gracias a la amplia gama de actividad farmacologica reportada, por ejemplo,
actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, insecticida, antiviral, anticancerigena, entre otras
(Acero et al., 2019). A lo largo de la historia los AE han sido utilizados en la medicina tradicional
por su capacidad antimicrobiana, se han usado desde la antigliedad como agentes terapéuticos, en
usos como bactericidas, virucidas, insecticidas y en la industria farmacéutica (Bakkali et al., 2008).
También han sido usados para otros propositos como aditivos en bebidas y alimentos, para
cosméticos y productos para el hogar, entre otros, y debido a las diversas caracteristicas observadas
en los AE, su uso se ha extendido y aumentado en diferentes industrias (Figura 4) (Wei &
Shibamoto, 2007).

En el 2017 la OMS public6 una lista de "patdgenos prioritarios” resistentes a los
antibidticos disponibles en la actualidad, con el fin de impulsar la investigacion y el desarrollo de
tratamientos antibidticos nuevos y efectivos, aumentando la atencion a la basqueda de nuevas

alternativas (Meschiari et al., 2021). Se descubri6 que los AE poseen propiedades antimicrobianas
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que podrian reemplazar a los antibidticos convencionales, siendo destacados en los ultimos afios
en diversos estudios como una prometedora alternativa contra la resistencia antimicrobiana que se
presenta en diferentes bacterias patdgenas que afecta humanos, plantas y animales (Hou et al.,
2022; Acero et al., 2019). Debido a la variedad de caracteristicas quimicas y bioldgicas que poseen
los AE tienen un amplio espectro de accion en diferentes microorganismos y multiples efectos en
ellos, como lo son la inhibicion del crecimiento bacteriano y de los mecanismos de la
comunicacion celular (anti-quorum sensing), y la prevencion de formacion de biofilm (Guillin

etal., 2021).

Figura 4. Aplicaciones de los aceites esenciales.
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Los AE son mezclas complejas de compuestos provenientes del metabolismo secundario

de las plantas, contienen entre 20 y 60 componentes distintos en concentraciones diferentes, entre
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los cuales existen dos o tres que se encuentran en mayor proporcidn en comparacion con los otros
componentes (Bakkali et al., 2008). Los AE son importantes en la naturaleza para la proteccién de
las plantas, se encuentran almacenados principalmente en unas estructuras especializadas llamadas
tricomas glandulares (Usano et al., 2014), y su obtencion segin La Organizacién Internacional de
Normalizacion (ISO, por sus siglas en inglés), es a partir principalmente de hojas, tallos y frutos
de plantas aromaticas, mediante procesos de prensado o destilacion, para lo cual existen diferentes
métodos de obtencidn que pueden ser a nivel industrial o escala de laboratorio (Masyita et al.,
2022; Rojo & Barbas, 2015), por ejemplo, en procesos industriales la técnica mas usada es la
destilacion por arrastre en corriente de vapor, y en el laboratorio es la hidrodestilacidn (Castellanos,
2020).

Una de las propiedades bioldgicas mas significativas de los AE es su actividad
antimicrobiana que se ha documentado frente a un amplio espectro de microorganismos patdégenos,
esta capacidad se debe a la presencia de compuesto como los terpenos, alcoholes, ésteres,
aldehidos, cetonas, entre otros (Ni et al., 2021). Sus propiedades bioldgicas estan determinadas
por los componentes mayoritarios presentes, y a su vez sus mecanismos de accién dependen de su
composicién quimica y concentracion de los compuestos bioactivos, por lo cual su actividad
antimicrobiana es atribuible a las reacciones que ocurren en toda la célula (Alvarez et al., 2021).

Hou et al. (2022) realizaron una revisién sobre los diferentes usos de los AE, donde
reportan diferentes estudios realizados a variedad de aceites que causan inhibicion en diferentes
microorganismos, confirmando su actividad antibacteriana. Se han identificado diferentes
mecanismos a través de los cuales los AE pueden inhibir el crecimiento bacteriano, como la
descomposicion de la pared celular, dafio en la membrana, alteracion en la biosintesis de

aminoacidos y en la produccion de ATP, el cual es un nucleétido fundamental en la obtencion de



27

energia celular; también tienen la capacidad de fracturar la membrana externa de bacterias Gram-
negativas, induciendo la fuga de iones y del contenido citoplasmatico, aumentando su
permeabilidad y conduciendo a una muerte celular (Acero etal., 2019). En resumen, los
componentes de los AE pueden atravesar las membranas celulares generando modificaciones en
la estructura, morfologia, funciones y permeabilidad de los microorganismos.

En este estudio se utiliza el AE obtenido de L. origanoides, la cual es una planta utilizada
para diferentes usos en el mundo, que ha demostrado tener propiedades medicinales como
antinflamatorias, antibacterianas, antimicrobiana, antifingica, entre otras (Ribeiro et al., 2021). El
AE destilado de esta planta tiene diferentes aplicaciones debido a su actividad antimicrobiana de
amplio espectro, como lo demuestra Hernandes (Hernandes et al., 2017) donde estudiaron la
toxicidad del AE determinando que es eficaz y seguro para conservar productos alimenticios,
farmacéuticos y cosméticos.

Actualmente, el 80% de la poblacion mundial utilizan los medicamentos tradicionales a
base de plantas para abordar diversos problemas de la salud (Swamy et al., 2016). Debido a la
creciente resistencia a los antibioticos en el mundo, la investigacion se ha centrado en el estudio
de las actividades antimicrobianas de las plantas y sus extractos en la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos, por lo cual el desarrollo y uso de los AE ha experimentado un rapido crecimiento
a nivel mundial, aumentando cada dia las investigaciones realizadas para demostrar que son una
alternativa favorable por sus caracteristicas medicinales y propiedades naturales, siendo de gran

interés para la comunidad médica y cientifica (Ni et al., 2021, Horvath & Acs, 2015).

3.5 Metabolomica
A principios del siglo XX inici6 la era 6mica, que se caracteriza por el estudio de las

ciencias Omicas, entre las cuales se encuentra la protedmica, metabolomica, gendémica y
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transcriptomica, estas ciencias se basan en caracterizaciones bioquimicas y moleculares de una
célula, tejido u organismo, aportando informacion sobre los procesos biologicos y el analisis de
funcionalidad celular para posibles aplicaciones biotecnol6gicas (Burdisso et al., 2016; Rojo &
Barbas, 2015).

La metabolomica se encarga del estudio de los metabolitos, presentes en células tejidos,
fluidos u organismos, que son el producto final o intermedio de los procesos celulares, y el
conjunto de estos metabolitos se conoce como metaboloma, el cual origina la fisiologia de un
organismo (Méndez et al., 2019). Aunque los primeros estudios realizados sobre metabolomica se
publicaron a inicios de la década del 2000 (Barallobre etal., 2013), desde 1970 se estaban
realizando investigaciones sobre los metabolitos, pero fue hasta 1997 que se introdujo el termino
de metaboldmica, que se considera fue por Oliver (1997) mediante un estudio realizado a los
metabolitos en la levadura donde propuso este término (Sumner et al., 2003). Desde los inicios de
las investigaciones sobre metabolitos se han realizado multiples adecuaciones a la aplicacion
logrando cada vez ser mas precisa, como una version mejorada de la bioquimica que nos
proporciona una herramienta Unica para determinar las actividades bioquimicas por medio de la
deteccidn de sustratos y productos obtenidos durante el metabolismo celular (Yanes, s. f.).

Los metabolitos tienen una gran variedad de estructuras quimicas, por lo cual tienen
propiedades fisicoquimicas muy diferentes existiendo una extensa lista de metabolitos y
catalogarlos es una tarea extenuante (Waris et al., 2022). Debido a lo anterior, en una muestra es
muy complejo medir todos los metabolitos presentes, sin embargo, se puede realizar un analisis
que permita detectar los cambios en respuesta a estimulos como en el desarrollo de una
enfermedad, la efectividad o resistencia ante un tratamiento, los beneficios de una dieta, etc. (Rojo

& Barbas, 2015). Para el estudio de metabolomica, actualmente las técnicas analiticas mas usadas
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son resonancia magnética nuclear (NMR) y espectrometria de masas (MS), las cuales son técnicas
de deteccion, pero de igual forma se usan las técnicas de separacion como cromatografia liquida
(LC) y cromatografia de gases (GC), que se pueden acoplar a MS (Alarcon et al., 2022). Mediante
la combinacion de estas técnicas es posible realizar un andlisis que permita establecer patrones
quimicos, los cuales pueden revelar el estado metabdlico de un individuo y facilitar el estudio de
su metabolismo (Burdisso et al., 2016).

El metaboloma tiene una gran complejidad quimica, por lo cual el estudio de la
metaboldmica ha sido complejo y ha tenido mayores limitaciones, es muy dificil realizar el estudio
completo de todo el metaboloma simultdneamente, por las diferentes propiedades quimicas que
tienen los metabolitos entre si, existiendo una gran diversidad quimica de estos, por lo cual
explorar todo el metabolismo es una de las principales limitaciones en la metabolomica (Sumner
et al., 2003). Aunque la metabolémica fue una técnica poco utilizada en sus inicios, puesto que se
centraron en el estudio principalmente de la protedmica y gendmica, en la actualidad es
ampliamente utilizada y ha ganado un amplio interés en diferentes areas cientificas para posibles
futuras aplicaciones (Méndez et al., 2019). Alarcon et al. (2022) realizd una revisién sobre la
aplicacidn de esta técnica 6mica en novedosos andlisis metabolicos aplicados durante el desarrollo
de farmacos. También, se encuentran diferentes investigaciones sobre el metabolismo de las
plantas, Waris etal. (2022) y Shen etal. (2022) realizaron estudios sobre la diversidad
metaboldémica de las plantas, analizando la variedad de metabolitos obtenidos y las diferentes
técnicas que se pueden usar, aungque todavia no se puede realizar un analisis completo del
metaboloma, se espera una mejora continua en la aplicacion de esta técnica, posiblemente
convirtiéndose en un papel esencial en el descubrimiento de los mecanismos moleculares de los

procesos bioldgicos.
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Actualmente esta técnica se estd utilizando para el estudio de las alteraciones en el
metabolismo de microorganismos causadas por un AE, asi fue realizado por Tang et al. (2021)
quienes investigaron el mecanismo antibacteriano y la alteracion del metaboloma causado por el
AE de Amomum villosum en Staphylococcus aureus. Realizaron el andlisis mediante
metaboldmica basada en GC/MS no dirigida, identificando 72 metabolitos y 10 vias metabdlicas
afectadas. Otro estudio aplicando analisis por GC/MS fue por Chen et al. (2022), utilizaron el
aceite Litsea cubeba contra Cutibacterium acnes, en el cual concluyeron que el AE presenta
actividad antimicrobiana y puede llegar a alterar significativamente la morfologia de la bacteria
inhibiendo su crecimiento, debido a la alteracién de diferentes metabolitos presentes en vias
metabolicas del microorganismo.

La metabolémica es una ciencia actualmente muy estudiada para conocer el metabolismo
de diferentes organismos y tiene una gran variedad de aplicaciones en diferentes industrias. Sin
duda alguna esta ciencia 6mica esta construyendo un gran camino en el area cientifica, tiene un
futuro prometedor y es una gran herramienta para diferentes aplicaciones (Méndez et al., 2019).
Sin embargo, para poder seguir avanzando esta técnica debe estar en un continuo avance en las
tecnologias analiticas y bioinformaticas utilizadas (Sumner et al., 2003). Esta ciencia se encuentra
aun en etapa de desarrollo y enfrenta problemas, como la finalizacion de registro de datos de
metaboldmica, el desarrollo de métodos de deteccion universales y la necesidad de mejorar la

sensibilidad de deteccidn (Shen et al., 2022).

4. Antecedentes
En la actualidad existe la necesidad de encontrar nuevas alternativas de antibiéticos debido
a la evolucion continua de los agentes que provocan enfermedades infecciosas (bacterias, virus,

hongos, etc.) los cuales logran eludir los farmacos disefiados para combatirlos (Wright, 2014).
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Diferentes investigaciones han documentado la actividad antimicrobiana, antiviral, antifungica e
insecticida que presentan los AE, por lo cual son considerados como una alternativa viable para el
desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos (Hou et al., 2022).

En los Gltimos afios los productos naturales mas estudiados han sido los extractos vegetales
y los AE, observandose un aumento en los ultimos afios de las investigaciones realizadas, como se
puede evidenciar en la base de datos Scopus obteniendo entre el 2000 — 2023 con la palabra clave
“esencial oils” un total de 95.452 investigaciones asociadas, por lo cual estos productos pueden
llegar a liderar una nueva era en el descubrimiento de antibidticos (Wright, 2014). Alvarez et al.
(2021) realizaron una revision exhaustiva sobre los compuestos, extractos y AE de plantas
aromaticas con actividad antibacteriana en el periodo 2016 al 2021, reportaron 17 AE diferentes
con actividades antimicrobianas estudiadas frente a distintos microorganismos, siendo el aumento
de la permeabilidad y la ruptura de la membrana plasmatica, los principales mecanismos de accion
por los cuales los AE ejercen su actividad antimicrobiana; y se atribuyd la actividad bioldgica al
contenido de monoterpenos oxigenados no fendlicos e hidrocarburos sesquiterpénicos (Trujillo
et al., 2022).

Kim etal. (2021) realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana de 24 AE
obtenidos de diferentes plantas contra la bacteria Listeria monocytogenes, presente comdnmente
en los alimentos causando infecciones al ser consumidos, observaron la correcta inhibicion del
microorganismo con los aceites utilizados. Otro estudio sobre los AE fue realizado a destilados de
plantas colombianas, en el cual estudiaron la capacidad antibacteriana de 15 AE frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en estado planctonico y en biofilm, demostrando que
algunos de los AE utilizados tienen actividad antibacteriana y antibiofilm (Martinez et al., 2021).

Otro estudio realizado a aceites obtenidos de plantas medicinales fue en Brasil por Borges et al.
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(2012), quienes estudiaron diferentes plantas entre las cuales se encuentra Lippia origanoides (L.
origanoides), donde todos los AE utilizados demostraron tener un impacto inhibitorio sobre el
crecimiento y la supervivencia de Trypanosoma cruzi, pero es importante destacar que el aceite L.
origanoides fue de los mas efectivos entre los que usaron. Otra investigacion realizada al AE fue
por Oliva et al. (2023) donde estudiaron diferentes derivados de L. origanoides en el biofilm de
diferentes bacterias, encontrando que los diferentes AE tienen un efecto inhibitorio sobre las
biopeliculas microbianas de las bacterias estudiadas, confirmando su actividad antimicrobiana.
Se han determinado diferentes quimiotipos de los AE obtenidos de L. origanoides, los
cuales han sido evidenciados. Vicufia et al. (2010) investigaron la composicion quimica de los AE
de L. origanoides, estudiaron dos especimenes del aceite encontrando una composicion quimica
principalmente de timol (60%) en una espécime, y en la otra una composicion de timol (34%) y
carvacrol (26%), concluyendo que estos son los principales compuestos del AE. Asi mismo se ha
estudiado la composicién quimica de diferentes quimiotipos de los AE de L. origanoides, por
diferentes investigadores como Santos et al. (2023) y Oliveira et al. (2007), entre otros, quienes
encontraron los mismos compuestos presentes en los AE, pero en diferentes concentraciones.
También, se ha comprobado la actividad antimicrobiana de los diferentes quimiotipos frente a
maultiples microorganismos, Ruiz et al. (2023) estudiaron la actividad antifungica y antibiofilm de
AE colombianos contra diferentes cepas de Candida, donde exploraron la actividad inhibitoria de
diferentes AE derivados de las plantas de L. origanoides, determinando que todos los aceites
presentan efectos inhibitorios contras las cepas estudiadas. Asimismo, Céceres etal. (2020)
estudio la actividad antimicrobiana de este aceite frente a varios microorganismos patégenos
concluyendo que este AE es un agente de control con posibles fines en la utilizacion para

tratamientos terapéuticos.
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Debido al aumento de patdgenos resistentes a los productos farmacéuticos la sociedad
cientifica y farmacéutica se ha interesado principalmente en las sustancias derivadas de las plantas
(Ghaderi et al., 2021). La OMS determind que la atencion de la salud de la poblacion mundial
depende de la medicina tradicional como plantas medicinales y aromaticas, ya que son una
importante fuente de compuestos organicos naturales (Prabuseenivasan et al., 2006). Por lo cual,
en los ultimos afios han aumentado las investigaciones realizadas a las plantas medicinales, como
por ejemplo las mencionadas anteriormente, siendo los AE productos altamente estudiados en la
actualidad en diferentes sectores debido a las diversas caracteristicas que presentan, teniendo una
variedad de posibles aplicaciones (Araby & El-Tablawy, 2016). Se han registrado alrededor de
4000 AE de diferentes plantas estudiados, los cuales han tenido aplicaciones como agentes
conservantes, en el campo de la industria alimentaria, antimicrobiana, biofarmacéutica, entre otras
(Almanaa et al., 2021).

P. aeruginosa es una bacteria ampliamente estudiada debido a la amenaza que representa
para la salud mundial por su resistencia y supervivencia a diferentes antibioticos (Rather et al.,
2022), por lo cual se han propuesto diferentes estrategias para combatir y estudiar la
multiresistencia que presenta (Laborda et al., 2021), entre estas estrategias se encuentra el estudio
de la actividad antimicrobiana mediante maltiples AE (Tabla 1), donde se ha encontrado una gran
variedad de investigaciones que estudian la inhibicion de la bacteria en estado plancténico o en
biofilm, determinando la concentracion minima inhibitoria y en algunos casos el mecanismo de

accion del AE.



Tabla 1. Actividad antimicrobiana de diferentes

microorganismo P. aeruginosa.
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aceites esenciales frente al

Aceite esencial

Concentracion minima
inhibitoria (CMI) (mg/mL)

Referencias

Rosemarinus officinalis 5-25 (Araby & El-Tablawy, 2016)
Eucalyptus globulus 0,00625 -0,1 (Pereira et al., 2014)
Pelargonium graveolens >128 (Prabuseenivasan et al., 2006)
Ocimum basilicum 5-20 (Pejci¢ et al., 2020)

Salvia officinalis 5-20 (Pejcic et al., 2020)

Lippia berlandieri Schauer 1,6 (Reyes et al., 2020)

Carum Carvi 91 (Fekry et al., 2022)

Syzygium aromaticum 3,26 (Costa et al., 2022)

Epilobium parviflorum 0,01-0,04 (Marchese et al., 2016)
Cinnamomum verum 0,5 (Wijesinghe et al., 2021)

La metabolomica es una técnica emergente, en la que se ha observado en las Gltimas

décadas un crecimiento exponencial de su utilizacién en diferentes campos, teniendo multiples

aplicaciones (Ding & Feng, 2023). En la actualidad se encuentran diversidad de estudios sobre la

caracterizacion de las plantas y sus AE mediante metabolémica, por ejemplo, Cioni et al. (2022)

realizaron un analisis quimico de diversos AE destilados de diferentes variedades de la planta

Citrus australasica, haciendo una comparacion entre los aceites y caracterizandolos mediante

estudios de sus metabolitos. También, esta siendo muy utilizada para la deteccion de metabolitos

en microorganismos patogenos, por ejemplo, Chen etal. (2020) llevaron a cabo el analisis

metabolémico de Staphylococcus aureus para evaluar la actividad antimicrobiana del AE de
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Cinnamomum camphora, donde encontraron 74 metabolitos diferenciales y concluyeron que
fueron siete las rutas metabdlicas afectadas, siendo el metabolismo de la alanina, del aspartato y
del glutamato las que tuvieron mayor impacto. Asimismo, Oyedeji et al. (2021) realizaron una
revision exhaustiva sobre diferentes bacterias y hongos patégenos que han sido estudiados por
medio de la metabolémica, concluyendo y demostrando que es una técnica precisa y eficaz para el
estudio y analisis de las actividades de los microorganismos patdégenos por medio del estudio de
sus metabolitos.

También se han realizado estudios sobre el metabolismo de P. aeruginosa mediante
metaboldmica, Al-Saafin et al. (2023) realizaron una investigacion sobre el efecto del probiotico
Lactobacillus plantarum y fructooligosacaridos prebidticos sobre el metaboloma de P. aeruginosa
mediante LC/MS, donde determinaron 50 metabolitos significativamente alterados con el uso del
probidtico, y 24 metabolitos con el uso de los fructooligosacaridos, ademas observaron una
disminucién del biofilm y de los factores de virulencia de la bacteria. También, Leggett et al.
(2022), estudiaron la diferencia entre el metabolismo en biofilm y en cultivos suspendidos en
liquido sinovial bovino del microorganismo mediante resonancia magnética nuclear, encontrando
que el metabolismo es afectado en las dos situaciones, pero se encontraron una mayor afectacion
en los cultivos suspendidos en comparacién con el biofilm, pero se observaron metabolitos en
comun y las vias metabodlicas afectadas fueron el metabolismo de la creatina, de la alanina, el
glutation y el ciclo del &cido citrico.

Como se ha podido observar en la revision bibliografica los AE tienen un uso muy
importante en las investigaciones de la actualidad por sus importantes caracteristicas frente a los
microorganismos, pero sus mecanismos de accién ain no son totalmente claros debido al poco

estudio que se ha realizado. La metabolémica es una técnica que nos ofrece una alternativa de
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estudio para poder determinar esos mecanismos, por lo cual es una ciencia 6mica de gran
importancia. Hasta el momento no se encontraron estudios publicados que utilicen la
metaboldémica para dilucidar los posibles mecanismos de accion del AE de L. origanoides frente a

la bacteria patdgena P. aeruginosa objeto de estudio de la presente investigacion.

5. Metodologia
5.1. Microorganismo y medios de cultivo

El microorganismo Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 fue obtenido del American
Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, EE. UU.).

Los medios de cultivo Luria Bertani (LB), Infusion Cerebro Corazén (BHI), peptona 'y agar
bacterioldgico fueron obtenidos de OXOID (Hampshire, UK). Dimetil sulfoxido (DMSO, grado
microbiologico) fue utilizado como disolvente del AE y fue adquirido en Merck (Darmstadt,
Alemania). Microplacas de 96 pozos de polipropileno de fondo plano con tapa fueron adquiridas
por medio de la empresa Biologix (Kansas, EE. UU.). Todos los ensayos bioldgicos se realizaron
empleando agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, obtenida del equipo Smart 2 Pure (Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.).

5.2 Caracterizacion quimica del AE de L. origanoides

El AE utilizado fue caracterizado y suministrado por el Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales
(CENIVAM), de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia), su destilacién
y caracterizacion se realizo de acuerdo con la metodologia de Stashenko et al. (2010).

Brevemente, el AE fue obtenido mediante hidrodestilacion asistida por radiacion de
microondas en un equipo tipo Clevenger, posteriormente fue secado con sulfato de sodio anhidro,

se peso y se almaceno a una temperatura de 4 °C. El andlisis de la muestra fue realizado mediante
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un equipo Agilent Technologies 6890N Series Network System (Palo Alto, California, EE. UU.),
acoplado a un detector selectivo de masas (AT, MSD 5975 Inert XL). Se utilizaron dos columnas
capilares con las mismas dimensiones de 60 m de longitud, 0,255 mm de didmetro interno y 0,25
um de espesor, una columna polar DB-WAX con fase estacionaria de poli (etilenglicol), y otra
apolar DB-5MS con fase estacionaria de 5%-fenil-poli (dimetilsiloxano). El gas de arrastre
utilizado fue el helio (99,995% gas AP, Linde, Bucaramanga, Colombia), su presion inicial fue de
113,5 kPa, la cual posteriormente se modificd automaticamente de acuerdo con la temperatura para
mantener el flujo de la columna constante a 1mL/min. Las muestras se inyectaron con una
temperatura de 250 °C con un sistema de inyeccién automatico y en modo split. La temperatura
del horno fue programada a 45 °C (5 min) hasta llegar a 150 °C (3 min) a 3 °C/min, después, hasta
alcanzar 220 °C (5 min), a 4 °C/min (Stashenko et al., 2010).

Los espectros de masas, las corrientes ionicas totales (TIC) y de iones extraidos (EIC) se
obtuvieron mediante un analizador cuadrupolar, por medio de un barrido automatico de
radiofrecuencia (full scan) en el rango de masas de 40 — 350 m/z con tasa de adquisicion de 5,5
espectros/s. La identificacion de los componentes del AE se realizd por comparaciéon de sus
espectros de masas, los cuales fueron obtenidos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS), y por medio de sus indices de retencion lineal (LRI) en las dos
columnas (Sigma-Aldrich, Milwaukee, Wisconsin, EE. UU.). La identificacion de los compuestos
se realiz6 utilizando criterios cromatograficos y de espectrometria de masas, por medio de los
cuales los espectros obtenidos fueron comparados con diferentes bases de espectros disponibles
(NIST, 2014 y Wiley, 2008) y con datos en la literatura cientifica. Los compuestos estandar

utilizados para la identificacién confirmatoria de los componentes del AE (p-cimeno, timol,
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carvacrol, B-mirceno, 6xido de cariofileno, entre otros) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, EE. UU.).

5.3 Determinacion de la actividad antimicrobiana

La determinacidn de la actividad antimicrobiana se realizé mediante pruebas de inhibicion
de crecimiento bacteriano determinando la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) causada por
el AE de L. origanoides (quimiotipo timol) en la bacteria P. aeruginosa. Para determinar este
efecto antimicrobiano causado por el AE se emple6 el método de microdilucion en caldo (CLSI,
2015), estandarizado en el laboratorio, y la determinacion de los valores de CMI se realizaron
utilizando placas de 96 pozos de polipropileno y fondo plano.

Para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite se prepard inicialmente un cultivo
bacteriano en estado plancténico del microorganismo, el cual se incubO durante 24h.
Posteriormente, a partir de este se realizé un preinéculo de la bacteria en caldo LB, colocandolo
en reposo durante 12 h a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una concentracion bacteriana adecuada
que estuvo entre 10° y 10® UFC/mL. Se realiz6 la cinética de crecimiento del cultivo empleando
microplacas afiadiendo 100 pL del inéculo bacteriano junto con 100 pL de diluciones del AE
disueltos en DMSO a concentraciones de 0,18 mg/mL, 0,37 mg/mL, 0,75 mg/mL, y 1,50 mg/mL;
el porcentaje de DMSO utilizado en las concentraciones fue menor al 1% (v/v); en otros pozos se
depositd 100 pL del in6culo bacteriano junto con 100 pL de agua peptonada para realizar los
debidos controles. ElI microorganismo se dejo en incubacion durante 8 horas a 37 °C y con una
agitacion de 200 rpm, realizando mediciones de absorbancia cada hora utilizando un
espectrofotometro tipo lector de microplaca ELISA (Biorad, Imarck, California, EE. UU.),

monitoreado a una longitud de onda de 595 nm.
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5.4 Extraccion de metabolitos

La extraccion de los metabolitos bacterianos se llevé a cabo por medio de la metodologia
reportada por Zhou et al. (2019) realizando algunas modificaciones. Se prepard un preinéculo de
la bacteria como se describi6 en la seccion 5.3, a partir de éste se prepararon nueve cultivos de la
bacteria empleando tubos Eppendorf, afiadiendo en cada uno 500 pL del inéculo bacteriano junto
con 500 pL de dilucién en DMSO del AE con concentracion de 0,30 mg/mL; también se realizaron
nueve controles respectivos afiadiendo en cada tubo 500 pL del in6culo bacteriano junto con 500
ML de agua peptonada. Posteriormente, se colocaron los cultivos en reposo a 37 °C y 200 rpm, se
realizo la extraccion de los metabolitos de las células a la cuarta hora de la cinética de crecimiento
microbiano, donde se encuentra la fase exponencial de crecimiento. Se retiraron los cultivos y se
aislo el microorganismo de cada cultivo mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos.
Seguidamente se extrajo el sobrenadante y se lavaron los cultivos adicionando 500 pL de agua
peptonada al 0,1% (v/v) a cada tubo para ser centrifugados nuevamente, luego se repitio una vez
mas el procedimiento anterior.

Después, se llevo a cabo la lisis quimica agregando el solvente de extraccion que en este
caso se usé 500 puL metanol 75% (v/v) y 500 pL acetonitrilo (grado HPLC), se realiz6 sonicacion
con un sonicador de punto mientras la muestra se encontraba en hielo en un homogeneizador
ultrasonico, se utilizé una metodologia de trabajo con pulsos de 10 s en ON y 45 s en OFF por
triplicado. Finalmente, se centrifugaron las muestras a 12.000 rpm durante 20 min. El sobrenadante
obtenido fue transferido a un tubo Eppendorf de fondo en U, cuidando de no ser arrastrados los
desechos celulares precipitados, se evaporaron los solventes utilizando un equipo Savant Speed
Vac SPD120 (Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC 28804, EE. UU.) y se almacenaron las

muestras en un refrigerador a -80 °C para su posterior analisis por UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS.
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Por ultimo, el residuo fue reconstituido en 300uL de una solucién en frio de metanol acuoso al
50% (v/v), que contenia los estandares internos Z-GlyTyr-OH (carbobenzoxiglicil-L-tirosina) y
cafeina (98% pureza) a una concentracion de 5 pM. Las muestras de control de calidad (QC por
sus siglas en inglés, Quality Control) se prepararon agrupando 20 pL de cada extracto celular, con
el objetivo de garantizar que las diferencias obtenidas entre las muestras de tratamiento y control
ocurrieron por cambios bioldgicos y no debido a errores instrumentales (Sadiq et al., 2020;

Witting, 2013).

5.5 Analisis quimico de los extractos mediante UHPLC/HRMS

La identificacion de metabolitos entre las muestras de control y tratamiento se llevé a cabo
por medio de un analisis metabolémico no dirigido, en el cual los metabolitos extraidos fueron
analizados mediante cromatografia liquida de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas de alta resolucion con analizador Orbitrap (UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS) utilizando el
equipo OrbitrapTM Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific Sunnyvale, CA, EE. UU.). Se empled
un UHPLC DionexTM Ultimate TM 3000 (Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, EE. UU.),
equipado con un inyector automatico de muestras (WPS 300 TRS), una bomba binaria de gradiente
(HPG3400RS), un desgasificador (SRD-3400) y una columna Hypersil GOLD TM aQ (Thermo
Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, EE. UU.; 100 x 2,1 mm, 1,9 um de tamafio de particula) con una
unidad termostatada para la columna (TCC 3000) que se mantuvo a 30 °C. El pH fue ajustado para
Ilevar a cabo las corridas cromatogréficas por separado para los modos de hola adquisicién de
iones positivos y negativos, con el fin de evitar fendmenos de ionizacion competitiva y supresion
de iones. Se utilizd una fase movil de &cido férmico al 0,2 % en agua (A) y &cido férmico al 0,2
% en acetonitrilo (B), aplicando una condicion de gradiente de la siguiente forma: 100% de A se

cambio linealmente a 100% de B en 8 min, se mantuvo constante durante 4 min, se regresoé al
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100% de A en 1 min y se mantuvo en equilibrio por 3 min. El caudal de fase movil fue de 300
uL/min, y el volumen de inyeccion fue de 1 pL.

El UHPLC fue acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion con un sistema de
deteccidn de corrientes de iones tipo Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunny, CA, EE.
UU.), equipado con una interfaz de electronebulizacién con calentamiento (HESI-II), la cual fue
operada en modo de iones positivos a 350 °C, temperatura del capilar a 320 °C y voltaje capilar de
+3500 V. EIl analizador Orbitrap fue operado en modo de barrido completo (Full scan) con
resolucion de 70000. Los iones se enviaron para su fragmentacion a la celda de disociacion de
colisiones activadas (HCD, High-Energy Collisional Dissociation), a diferentes energias de 10 y
20 eV, en modo de barrido escalonado (Stepped-scan). Para cada energia de colision fue utilizada
una resoluciéon RFWHM de 35000, usando AGC de 3x108 y un tiempo de inyeccion en la camara
C-trap de 50 ms. Todos los espectros de masas se obtuvieron en el rango de 50-750 m/z y se utilizo

una metodologia similar para la adquisicion de iones negativos.

5.6 Identificacion de los metabolitos y asociacion con las rutas metabdlicas
afectadas por el aceite esencial
Los datos sin procesar se obtuvieron en formato raw, se convirtieron en archivos de formato
mzXML utilizando la herramienta MSconvert (software ProteoWizard 3.0x, consultado el 20 de
marzo de 2023, http://proteowizard.sourceforge.net/) y se cargaron a la plataforma interactiva en
linea XCMS, en la cual se realizaron correcciones del ruido de fondo, del tiempo de retencion y
de la alineacion de los cromatogramas (Tautenhahn et al., 2012). Se obtuvo una matriz de datos
con las intensidades de las caracteristicas detectadas, la cual se filtré de acuerdo con el coeficiente
de variacion (CV) de las muestras de control de calidad (QC), donde se eliminaron los datos con

mayor dispersion en la media (CV > 25%).
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Luego, para determinar los cambios entre los perfiles metabolicos entre las células control
y las tratadas con el AE, se analiz6 la matriz de datos mediante métodos estadisticos multivariados,
los cuales fueron analisis por componentes principales (PCA) y analisis de minimos cuadrados
discriminantes (PLS-DA) por medio del software Metaboanalyst (version 5.0, consultado el 15 de
abril de 2023, https://www.metaboanalyst.ca/), estos son los analisis mas utilizados en
metaboldmica que se realizan con el fin de discriminar grupos con diferencias entre sus perfiles
metabolicos (Pang et al., 2021; Saccenti & Timmerman, 2016). Las caracteristicas (m/z) mas
significativas se identificaron mediante el score de la importancia de la variable en la proyeccion
(VIP) del modelo PLS-DA generado, un valor de VIP mayor a 1,0 se considera importante para el
modelo (Al-Saafin et al., 2023), en este caso los resultados seleccionados fueron aquelloscon un
valor de VIP mayor a 1,5. Adicionalmente se realizaron analisis univariados, los cuales fueron
grafico de volcan el cual permite relacionar la significancia estadistica (valor P) frente a la
magnitud del cambio (FC) y un mapa de calor (heatmap) para determinar patrones o grupos
(cluster).

Finalmente, las caracteristicas (m/z) procesadas que fueron estadisticamente significativas
se identificaron presuntivamente por medio de las bases de datos: CEU Mass Mediator (versién
3.0, consultado el 3 de mayo de 2023, http://ceumass.eps.uspceu.es/), PubChem (consultado el 3
de mayo de 2023, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), Human Metabolome Database (HMDB,
consultado el 3 de mayo de 2023, https://hmdb.ca/), Mass Bank (consultado el 28 de mayo de
2023, https://massbank.eu/MassBank/) y CFM-ID (version 3.0 y 4.0, consultado el 28 de mayo de
2023, https://cfmid.wishartlab.com/). Luego de realizar la identificacion de los metabolitos, se
llevd a cabo su correlacién metabdlica con las diferentes rutas metabdlicas del microorganismo

que posiblemente fueron afectadas por el AE, y se realizd la reconstruccion de las rutas afectadas
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con ayuda del software MetaboAnalyst (version 5.0, consultado el 15 de julio de 2023,
https://www.metaboanalyst.ca/) y Enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEGG, consultado

el 15 de julio de 2023). Todas las bases de datos utilizadas en este estudio son de acceso libre.

5.7 Andlisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron con un minimo de tres réplicas bioldgicas, cuyos
datos fueron expresados con la media + desviacion estandar. Para el analisis metabolémico se

utilizaron nueve réplicas bioldgicas. La significancia estadistica fue establecida en p < 0,05.

6. Resultados

6.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana
Para determinar los efectos del AE de L. origanoides sobre el crecimiento de P. aeruginosa
se estudio la actividad antimicrobiana mediante una curva de crecimiento, los resultados obtenidos
se encuentran registrados en la Figura 5, en la cual se determin0 el efecto de los tratamientos (con
AE) sobre el crecimiento del microorganismo (comparado con el control). A partir de los
resultados obtenidos, se determind CMIzo del AE la cual fue de 0,37 mg/mL y la CMlgg fue de

0,75 mg/mL.
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Figura 5. Curva de crecimiento de la bacteria P. aeruginosa con y sin tratamiento con el AE
De L. origanoides.

0,30

Desnsidad optica (595nm)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (h)
—e— 1.5 mg/mL 0,75 mg/mL —8—0,37 mgmL —8—0,18 mg/mlL —8—P. aeruginosa
6.2 Analisis metabolémico del efecto antimicrobiano del AE de L. origanoides
sobre células plancténicas de P. aeruginosa
El analisis metabolémico del microorganismo se realizO mediante metabolémica no
dirigida utilizando UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS operada en modos de adquisicion de iones
positivo y negativo (seccion 5.5). Los cambios significativos en el metaboloma celular del
microorganismo se determinaron por medio de diferentes analisis univariados y multivariados
(Secciodn 5.6) de los resultados obtenidos. La matriz de datos obtenida, luego de procesar los datos
mediante la plataforma en linea XCMS, contenia 2921 caracteristicas (o features, m/z, que
corresponden a la deteccién y extraccion de variables metabodlicas) para modo de adquisicién de

iones positivo y, 2934 caracteristicas para el modo de adquisicion de iones negativo;
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posteriormente se realizo un filtrado de los datos obtenidos mediante el coeficiente de variacion
reduciendo la matriz de datos a 1293 y 1034 caracteristicas, respectivamente.

Los gréaficos de analisis de componentes principales (PCA) (Figura 6A y 6B) no mostraron
una separacion definida entre los grupos de muestras control (sin tratamiento con AE) y el grupo
tratamiento (con AE de L. origanoides), pero los valores de los componentes principales PC1 y
PC2 representan la diferenciacion que se encuentra entre las caracteristicas significativas
procesadas (Al-Saafin et al., 2023). Ademas, se observo una buena agrupacion de las muestras de
control de calidad (QC) lo que demuestra un buen rendimiento del método analitico utilizado
debido a la precision y exactitud de los resultados. Para respaldar los resultados obtenidos del
PCA vy estudiarlos con mas detalle, se realizd un analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) (Figura 6C y 6D), el cual es un analisis supervisado del analisis de
componentes principales para determinar los valores de proyeccién VIP significativos, en el que
se maximiza la covarianza entre los datos para reducir su dimensionalidad permitiendo obtener
una mejor separacién entre las muestras para confirmar su diferencia (Worley et al., 2013). En los
resultados obtenidos se observd una separacion entre el grupo de muestras control versus el grupo
tratado con el AE, permitiendo extraer informacion quimica asociada con los cambios
significativos a nivel metabdlico causado por el AE sobre P. aerigunosa.

Adicional a lo anterior, se realiz6 un grafico de volcan con todas las sefiales obtenidas
usando un umbral de veces de cambio mayor a dos (FC > 2), este permite relacionar la significancia
estadistica (valor P) con la magnitud de las veces de cambio (FC) (Pefia et al., 2020). Los graficos
obtenidos (Figura 7) mediante la comparacion de tratamiento frente al control, revelaron que para
el modo de adquisicién de iones positivos se obtuvieron 32 caracteristicas (m/z) moduladas

positivamente y 20 modulados negativamente, mientras que para el modo de adquisicion de iones
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negativos se encontraron 31 caracteristicas (m/z) modulados positivamente y 27 modulados

negativamente.
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Figura 6. Graficos de PCA y PLS-DA del conjunto de los datos obtenidos por LC/MS en

P. aeruginosa con y sin tratamiento con el AE de L. origanoides. A, B) PCA de los datos obtenidos

en modos de adquisicion de iones positivos y negativos, respectivamente. C, D) PLS-DA de los
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datos obtenidos en modo de adquisicion de iones positivos y negativos, respectivamente. Control

de calidad (QC; color verde), control (CTRL,; color rojo) y tratamiento con AE (TTO; color azul).
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Figura 7. Grafico de volcan de datos obtenidos mediante LC/MS. (A) Modo de adquisicion

de iones positivos. (B) Modo de adquisicion de iones negativos. Color azul indica las
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caracteristicas (variables metabdlicas) reguladas negativamente y color rojo caracteristicas

reguladas positivamente en comparacion del tratamiento (con AE) frente a control.

El andlisis del score de las variables de importancia en la proyeccion (VIP), permitieron
identificar 160 caracteristicas significativas (60 iones en modo de adquisicién de iones positivos y
100 en modo de adquisicion de iones negativos), con un valor umbral de VIP establecido > 1,5,
las cuales estan asociadas con las diferencias estadisticamente significativas a nivel metabdlico,
entre el grupo control y tratamiento, cuyas variables diferenciales corresponden a la covarianza
explicada en el analisis de PLS-DA. Del total de caracteristicas (features) significativas, se
identificaron un total de 31 metabolitos (identificacion tentativa, nivel 2 con base en la iniciativa
de estandares en metabolémica (Guillin et al., 2023)), de los cuales 21 iones corresponden al modo
de adquisicion de iones positivos (Tabla 2) y 10 iones al modo de adquisicién de iones negativos
(Tabla 3). La presuntiva identificacion de los metabolitos se realiz6 mediante la comparacion de
espectros de masas y sus iones de fragmentacién obtenidos (Anexos A - G), con los reportados en
la literatura y en las bases de datos de espectrometria de masas utilizadas (Mass Bank, CFM-ID,

HMDB, PubChem).

Tabla 2. Metabolitos identificados (tentativamente) como estadisticamente significativos
entre el grupo control y grupo de tratamiento con el AE de L. origanoides sobre células

planctonicas de P. aeruginosa en modo de adquisicion de iones positivos.

o - Formula Molécula con tr
Metabolito identificado m/z Appm _ M
molecular aducto (min)
Adenina CsHsNs (M+H)* 136,0618 | 3,93 2,70 !
Dihidrotimina CsHsN-0- (M+Na)* 151,0477 | 3,82 0,88 0
Acido p-cumarico CoHsO3 (M+Na)* 187,0366 | 2,37 1,40 !
(L/D)-Aspartato CsH7NO4 (2M+H)* 267,0809 | 6,95 2,11 0
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1,3-Dimetilurea C3HsN2O (2M+H)* 177,1345 | 3,76 1,01 !
N-Carbamoilsarcosin C4HsN203 (M+H)* 133,0608 | 4,00 4,01 1
Inosina C10H12N405 (I\/|+NH4-H20)Jr 268,1037 0,18 2,71 l
Pterin CesHsNsO (M+H)* 164,0566 3,96 2,26 l
L-4-_hidro>figlutamato CsHoNO: (M+H)* 1480604 | 4,04 0,88 |
semialdehido ’

S-(3-_0x<_)-3-’carboxi-n- C7H11NOsS (3M+H)+ 664 1155 0,42 223 !
propil)cisteina ’

Valil-seril-arginina C14H28NsOs (M+H)* 3612189 | 293 | 098 | 1
Acido pirrolidonacarboxilico | CsH7NOs (M+H)" 130,0499 | 409 | 089 | |
Glutamato CsHoNO4 (M+Na)* 170,0422 | 3.87 | 092 | |
Heptano-1,2,3-triol C7H1603 (M+Na)* 171,0995 | 084 | 062 | 1
Homoserina C4HgNOs (M+2Na-H) " | 1640203 | 3,07 0,94 0
Xantina CsHaN4O2 | (M+NH4-H0)" | 152 0567 | 2,59 | 2,60 | 1
Hidroxiectoina CeH10N203 (3M+Na)* 4971967 | 0,86 2,23 !
Alanilvalina CeH1eN203 | (M+2Na-H)* 233,0871 | 237 0,99 1
4-0-(beta-L- .

Arabinofuranosil)-(25,4S)-4- | C1oH17NO7 (M+H) 264,1075 | 319 | 113 | 1
hidroxiprolina

L-Prolinamida CsH1oN20 (M+Na)* 137.0685 | 3.74 | 0,96 1
Acido glicerofosférico C3HyOsP (M+Na)* 1950029 | 294 | 083 | 1

M: modulacién metabdlica 1 positiva, | negativa

Modulacion metabolica positiva corresponde a aquellos metabolitos que se encontraron en

mayor concentracion en las muestras de tratamiento con el AE en comparacion con las de control

(sin tratamiento), mientras la modulacion metabdlica negativa corresponde a los metabolitos

encontrados con mayor concentracion en las muestras control.
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Tabla 3. Metabolitos identificados (tentativamente) como estadisticamente significativos

entre el grupo control y grupo de tratamiento con el AE de L. origanoides sobre células

planctonicas de P. aeruginosa en modo de adquisicion de iones negativos.

o . Formula Molécula
Metabolito identificado m/z Appm | tr | M

molecular con aducto
CDP-Glicerol C12H21N3013P> (M-H) 476,0467 | 0,85 | 0,86 | |
Hidroxitreonina C4HgNO4 (M-H) 134,0461 | 564 | 2,68 | |
Citrato CeHsO7 (M+Na-2H) | 213,0007 | 1,78 | 1,20 | 1
Coenzima F420-0 C19H22N3012P | (M+Na-2H)" | 536 0676 | 0,80 | 0,96 | |
Asparaginil-cisteinil-cisteina C10H18N4OsS2 | (M-H-H20)" | 3190522 | 989 | 213 | 1
(S)-malil alfa-D-glucosaminida C10H17NOg (M-H) 294,0825 | 0,03 | 0,92 | |
L-arabinitol 5-fosfato CsH130gP (M-H) | 231,0271 | 145 | 081 | |
ADP-ribosa CisH2sNsO14P2 | (M-H-H20)" | 5400529 | 7,67 | 225 | |
Acido 4-hidroxi-L-glutamico CsHsNOs (M-H) 162,0410 | 474 | 224 | |
Asparaginil-lisina C10H20N4O4 (M-H) 259,1405 | 0.44 | 086 | 1

M: modulacion metabolica 1 positiva, | negativa.

Entre los metabolitos identificados se encontraron un total de 14 modulados positivamente

y 20 modulados negativamente. En los graficos de cajas y bigotes (Figura 8), se muestran la

relacion en abundancia de algunos metabolitos identificados como diferenciales, entre los que se

encuentran dihidrotimina, asparaginil-cisteinil-cisteina y citrato modulados positivamente (Figura

8A, 8B y 8C, respectivamente), mientras CDP-glicerol, adenina y glutamato fueron modulados

negativamente (Figura 8D, 8E y 8F, respectivamente).



o1

Figura 8. Gréaficas de cajas y bigotes de algunos de los metabolitos identificados presuntivamente.
A, B, C) Adenina, (L/D)-Aspartato y citrato identificados con modulacién positiva,
respectivamente. D, E, F) (R/S)-Carnitinamida, dihidrotimina y CDP-glicerol identificados con

modulacion negativa, respectivamente.
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representativos, se realizé un mapa de calor, el cual permite visualizar las cantidades relativas de
los metabolitos diferenciales entre control y tratamiento de las células bacterianas (Figura 9)

(Leggett et al., 2022).
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Figura 9. Mapa de calor de los metabolitos méas representativos que estuvieron afectados

significativamente en P. aeruginosa después del tratamiento conel AE de L. origanoides.
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Finalmente, con el fin de comprender las diferentes alteraciones en las rutas metabolicas
del microorganismo, se llevo a cabo un analisis de enriquecimiento de rutas mediante la base de
datos KEGG, mediante la cual se identificaron las principales rutas afectadas entre las que se
encuentran el metabolismo y sintesis de aminoacidos, metabolismo central del carbono,
metabolismo de las purinas, metabolismo de nucleétidos, entre otras (Tabla 4). Ademas, se

encontro la alteracion de péptidos como el Leu-Val-Asn y el Ciclo (L-pro-L-tyr). También, se
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realiz6 un mapa metabdlico que representa un resumen general de algunas de las rutas metabolicas

identificadas (Figura 10), las cuales son las rutas alteradas por una mayor cantidad de metabolitos.

Tabla 4. Clasificacion de los metabolitos identificados tentativamente en las rutas

metabolicas de acuerdo con el andlisis de enriquecimiento de las vias en KEGG.

Rutas metabdlicas Hits Metabolitos alterados
Metabolismo de ciaminoacidos 2 (L/D)-Aspartato — Glutamato
o o (L/D)-Aspartato — Homoserina — Citrato
Biosintesis de aminoacidos 4
— Glutamato
Biosintesis de aminoacil - ARNt 2 (L/D)-Aspartato — Glutamato
Metabolismo de D-aminoéacidos 1 (L/D)-Aspartato
Metabolismo de purinas 4 Adenina — Inosina — Xantina — Glutamato
Biosintesis de arginina 1 Glutamato
Metabolismo de la tirosina 1 Acido p-cumarico
_ . _ L-4-hidroxiglutamato semialdehido —
Metabolismo de la arginina y la prolina 2
Glutamato
Metabolismo del carbono 3 Glutamato — Citrato — (L/D)-Aspartato
_ o ) _ Hidroxiectoina — (L/D)-Aspartato —
Metabolismo de glicina, serina y treonina 3 )
Homoserina
_ . Adenina — Dihidrotimina — Inosina —
Metabolismo de nucleotidos 4 )
Xantina
Metabolismo de los glicerofosfolipidos 2 CDP-glicerol — Acido glicerofosférico
Metabolismo de la taurina y hipotaurina 1 Glutamato
Metabolismo de las pirimidinas 1 Dihidrotimina
Metabolismo de la alanina, el aspartato y
1 Glutamato

el glutamato
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Figura 10. Ruta general de los metabolitos afectados por el AE de L. origanoides sobre las

células de P. aeruginosa. Recuadros rojos: metabolitos modulados positivamente, recuadros

azules: metabolitos modulados negativamente.
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7. Discusion

En el presente estudio, ademas de determinar la actividad antimicrobiana del AE de L.
origanoides frente a P. aeruginosa, también se investigd las vias metabdlicas alteradas en el
microorganismo con el tratamiento del AE mediante metabolémica no dirigida. Los resultados
obtenidos indicaron que el AE utilizado presentd efecto antimicrobiano sobre el microorganismo,
demostrando que el microorganismo es susceptible al aceite por la afectacion de su crecimiento y
de rutas metabdlicas indispensables para su sobrevivencia.

Diferentes investigaciones afirman que la accion antimicrobiana de los AE es debido a la
presencia de diferentes componentes quimicos, como fenilpropanoides, terpenoides, alcaloides y
policétidos, que afectan la viabilidad del microorganismo (Araby & EI-Tablawy, 2016).
Asimismo, depende de la composicion quimica del aceite, ya que es comun encontrar variaciones
en su composicion, lo cual depende de factores genéticos, del clima y las condiciones del suelo
donde se encuentre la planta, método de destilacion, etapa fenoldgica de la planta, entre otras
(Reyes et al., 2020; Viuda et al., 2011). Adicional, se han reportado diferentes quimiotipos para
ciertos AE, cada uno con diferentes propiedades antimicrobianas determinadas por los grupos
funcionales presentes, sus interacciones sinérgicas y su composicién quimica (Chouhan et al.,
2017).

La caracterizacion quimica del AE de L. origanoides empleado y reportado por el
CENIVAM contiene timol 71,7%, p-cimeno 10,5%, carvacrol 4,4%, -mirceno 2,1%, y-terpineno
2,0%, Oxido de cariofileno 1,6%, éter metilico de timol 0,9%, trans-B-cariofileno 0,9%, epoxido
de humuleno 11 0,7% vy terpinen-4-ol 0,7%. Lo anterior permite catalogar al AE utilizado como
quimiotipo timol de L. origanoides, el cual hizo parte de la investigacion realizada por Caceres et

al. (2023).
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El timol, p-cimeno y carvacrol han sido reportados en la literatura por exhibir actividad
antimicrobiana y actividad antibiofilm, los cuales se encuentran en diferentes investigaciones
realizadas (Helander et al., 1998; Marchese et al., 2016; Marchese et al., 2017). Por ejemplo,
Kachur y Suntres (2019) realizaron una revision sobre las propiedades antimicrobianas del
carvacrol y el timol, donde los reportan como compuestos mayoritarios bioactivos de diferentes
AE, atribuyendo su actividad antibacteriana a estos compuestos, con propiedades como dafios en
la membrana, inhibicion de motilidad y de las bombas de eflujo, entre otras; ademas inhiben el
crecimiento bacteriano y aumentan la permeabilidad de la membrana celular, por lo cual estos
compuestos se han catalogado con capacidades de penetrar la membrana de bacterias Gram-
negativas.

Los AE tienen una variedad de moléculas presentes, por lo cual su actividad antimicrobiana
no se puede atribuir a un solo compuesto, ademas presenta multiples mecanismos de accion que
afectan a diferentes partes de la célula, siendo entre otras, efectos causados sobre la composicion
de los &cidos grasos de la membrana celular, sobre las proteinas, biosintesis de ATP y ATPasas,
modificaciones del metaboloma y morfologia celular, y actividad anti-quérum sensing (Nazzaro
et al., 2013), algunos de estos efectos fueron observados en el metabolismo de P. aeruginosa. Una
investigacion realizada por Céaceres et al. (2023) con el AE de L. origanoides quimiotipo timol,
confirmd las propiedades antimicrobianas del aceite, ya que inhibio el crecimiento microbiano de
Chromobacterium violaceum, y a su vez afecto el metabolismo de la bacteria, inhibiendo los
mecanismos de quorum sensing y la formacion de biofilm.

Algunas investigaciones han determinado que la accion antimicrobiana del AE se debe
principalmente a la penetracion de la membrana celular, lo cual logra mediante la interaccion con

la membrana debido a que esta compuesta por fosfolipidos que interaccionan con los AE cuando
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entran en contacto por sus compuestos con propiedades hidrofobicas, conduciendo a una mayor
permeabilidad (Mutlu et al., 2020). La permeabilidad de la membrana es indispensable para
multiples funciones celulares, incluida la regulacion metabdlica y el mantenimiento del estado
energético de la célula (Nazzaro et al., 2013), ademas, causando la ruptura de la membrana se
genera una fuga del contenido celular y un deterioro en las vias metabolicas y sistemas
enzimaticos, lo cual conduce a una lisis 0 muerte celular, logrando prevenir o interrumpir la
formacion de biofilm (Fekry et al., 2022; Bouyahya et al., 2019). La integridad de la membrana
celular es esencial para la supervivencia y las actividades bioldgicas que ocurren dentro de la
célula, la exportacion e importacion de metabolitos y iones esenciales para las actividades de la
célula ocurren a través de su membrana, por lo cual representa una barrera importante entre el
citoplasma y el ambiente externo (Mrozik et al., 2004).

Multiples estudios han demostrado que los AE no solo causan dafios en la membrana y a
la integridad de la célula, sino también generan una alteracion metabolica que puede conducir a
una muerte celular (Guillin et al., 2023). La deteccion de metabolitos bacterianos se puede emplear
como un indicador que refleja la inhibicion o activacion de las rutas metabdlicas. En este contexto,
la metabolomica microbiana ha ofrecido una nueva alternativa de estudio para comprender los
mecanismos de accién que presentan los compuestos naturales utilizados en la medicina natural,
pero hasta el momento son pocas las investigaciones reportadas en este enfoque (Chen et al., 2020;
Miao et al., 2020). Como se muestra en las tablas 2 y 3, en el presente estudio se detectaron e
identificaron 31 metabolitos significativamente alterados, lo cual se logra evidenciar mediante los
diagramas de PLS-DA (Figura 6) debido a que los grupos control y tratamiento estan separados y
agrupados entre si, mostrando la existencia de una alteracion del metabolismo fisioldgico del

microorganismo a causa del tratamiento con el AE. Ademas, se identificaron las principales vias
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metabolicas afectadas asociadas a los metabolitos diferenciales, siendo las principales, las rutas
del metabolismo central del carbono, metabolismo y biosintesis de aminoacidos, metabolismo de
las purinas y metabolismo de los nucleétidos (Tabla 4 y Figura 10).

Se puede evidenciar la alteracion del metabolismo del carbono por los diferentes
metabolitos encontrados alterados, entre los cuales se afecta el ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(TCA, por sus siglas en inglés) que es indispensable para el crecimiento celular y para cualquier
evento celular que pueda ocurrir, como la respuesta rapida a estimulos ambientales (Miao et al.,
2020). Se observd una alteracion modulada positivamente del citrato (Figura 10), esta ruta es
central para el metabolismo de lipidos, carbohidratos y aminoacidos, ademas es una de las fuentes
mas importantes de produccion de energia en P. aeruginosa (Al-Saafin et al., 2023). Este aumento
en el citrato puede estar relacionado con su acumulacion, generando un bloqueo del ciclo de TCA,
lo cual afecta la produccion de energia del microorganismo. En general, el metabolismo del
carbono esta siendo alterado por metabolitos modulados positiva y negativamente (Tabla 4), lo
cual indica una afectacion en el metabolismo que puede estar generando un bloqueo e interrumpen
la produccion de energia, ya que su catabolismo proporciona energia a la célula bacteriana en
forma de ATP y precursores biosintéticos esenciales, ademas los microorganismos patdégenos
buscando sobrevivir adaptan su metabolismo a los nutrientes disponibles en las células
dependiendo de sus capacidades metabolicas (Mufioz & McKinney, 2006; Eisenreich et al., 2010).

El metabolismo y biosintesis de diferentes aminoacidos fueron unas de las rutas
mayormente afectadas por el AE, este metabolismo esta muy relacionado con el ciclo de TCA, ya
que el metabolismo de las bacterias es muy flexible y ellas no se limitan a una Unica fuente de
carbono, sino que pueden cambiar de sustratos cuando la fuente de carbono principal se encuentra

afectada, es por esto que los aminoacidos proporcionan energia a las células por medio de la
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introduccidn de sus esqueletos de carbonos al ciclo de TCA, esto seria una causa de la alteracion
de la expresion del metabolismo de diferentes aminoacidos (Eisenreich et al., 2010; Wang et al.,
2022). La biosintesis de los aminoacidos esta siendo afectada por dos metabolitos modulados
positivamente y dos modulados negativamente (Tabla 4), las bacterias son capaces de sintetizar
aminoacidos por diferentes vias, lo cual les permite sobrevivir en ambientes limitados de
aminoacidos (Li etal., 2019; Franco & Blanchard, 2017); al observarse una alteracion en
diferentes metabolitos involucrados en estas vias se puede deducir que la bacteria presenta una
afectacion en la sintesis de aminoacidos y se puede ver interrumpida. Esto afectara el crecimiento
celular del microorganismo y a su vez provocara un estrés celular debido a que los aminoacidos
son un papel esencial para el crecimiento y supervivencia de las células, ya que son importantes
en el metabolismo celular, en las respuestas al estrés, afectan las actividades y sintesis de enzimas,
la homeostasis celular y la expresién génica (Li et al., 2019; Awadh et al., 2021).

La biosintesis de aminoacil-ARNt desempefian un papel central en la biosintesis de
proteinas, debido a que son la unién de un aminoacido con sus ARNt afines, ademés estan
involucrados en varias reacciones quimicas, como en la biosintesis de la envoltura celular
bacteriana, la cual afecta la forma en que la célula interactda con los antibidticos y los péptidos
antimicrobianos (RajBhandary & Soéll, 2008; Giegé & Springer, 2016). Esta via metabdlica esta
siendo alterada (Tabla 4) y probablemente estd afectando la biosintesis de las proteinas en el
microorganismo, disminuyendo la replicacion de las bacterias, y a su vez afectando la membrana
y la pared celular. Ademas, RajBhandary y So6ll (2008) sugieren que los inhibidores de esta via
metabolica aumentarian la sensibilidad del patdgeno bacteriano y ampliarian el rango de accion de

los antimicrobianos utilizados en la actualidad.
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Otra ruta de aminoacidos alterada fue el metabolismo de la glicina, serina y treonina, el
cual fue alterado por metabolitos modulados negativa y positivamente (Tabla 4). Estos
aminoacidos son importantes para el crecimiento y la supervivencia de las células, por ejemplo, la
glicina se acumula en altas concentraciones en el citoplasma desempefiando un papel importante
en la construccion de una fuerza osmotica interna que previene la difusion del agua fuera de las
células para mantener el contenido de agua celular (Awadh etal., 2021). Ademas, estos
aminoacidos se encuentran asociados en la biosintesis de otros aminoacidos esenciales, y son
componentes basicos en la sintesis de proteinas y de otros compuestos celulares necesarios para el
crecimiento bacteriano y su adaptacion.

El metabolismo de la tirosina fue afectado negativamente (Figura 10), la tirosina es un
aminoacido aromatico que las bacterias pueden usar para su crecimiento y supervivencia, es un
componente basico de las proteinas que es sintetizado por los mismos microorganismos para
producir proteinas (Han et al., 2019); la alteracion de este metabolismo indica nuevamente la
afectacidn que se esta generando en el microorganismo en la biosintesis de proteinas, lo cual afecta
directamente su crecimiento celular. Otras rutas metabdlicas de los aminoacidos que han sido
alteradas son el metabolismo de la arginina y la prolina, modulado negativamente por L-4-
hidroxiglutamato semialdehido y glutamato, el metabolismo de la alanina, el aspartato y el
glutamato y la biosintesis de arginina, modulados negativamente por el glutamato. Los
aminoacidos son esenciales para la estructura y funcién de las células, promueven el crecimiento
celular y la capacidad de adaptacion, ademas hacen parte de la modulacion de la biosintesis del
peptidoglicano el cual es un componente principal de la pared celular bacteriana (Aliashkevich

etal., 2018).
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El metabolismo de los nucledtidos y de las purinas fueron otras rutas alteradas por
diferentes metabolitos (Tabla 4). En las bacterias, el metabolismo de los nucle6tidos tiene un papel
central en su fisiologia bacteriana, sus productos se utilizan en multiples funciones celulares, como
el almacenamiento de energia, la replicacién del ADN y como moléculas de sefalizacion
(Goncheva etal., 2022), ademas los microorganismos enfocan sus recursos celulares en la
biosintesis de nucledtidos para llevar acabo la respuesta estricta, el cual es uno de los mecanismos
adaptativos que usan para lograr sobrevivir en condiciones de estrés o inanicion de nutrientes
(Lopatkin & Yang, 2021; Sivapragasam & Grove, 2019). La adenina se encuentra modulada
negativamente en el metabolismo de los nucle6tidos, y su sintesis es un proceso energéticamente
caro para la célula debido a que le cuesta ocho moléculas de ATP sintetizar una molécula de
adenina, lo cual explica la disminucién de su expresion, ademas afecta la produccién de ATP y
nos indica que la bacteria se encuentra en un estado de estrés metabolico debido a la limitacion de
nutrientes, por lo cual su respuesta es enfocar los recursos celulares en la supervivencia con la
sintesis de nucleétidos, para lo que requiere la presencia de las purinas que ayudan a mantener la
sintesis de nucleédtidos en condiciones de estrés (Sivapragasam & Grove, 2019).

Ademas, en el metabolismo de las purinas se encontraron principalmente metabolitos
modulado negativamente (Tabla 4 y Figura 10). Las purinas desempefian un papel importante en
multiples procesos celulares como el metabolismo energético, la codificacion de la composicion
genética y la sefializacion celular (Chua & Fraser, 2020), por lo tanto, se observa una alteracién en
su equilibrio metabdlico, que junto con la alteracidn obtenida en el metabolismo de las pirimidinas
(Tabla 4) se observa una afectacién sobre las actividades fisioldgicas, como en la sintesis y

metabolismo del ADN del microorganismo (Schwendner et al., 2022; Franco & Blanchard, 2017).
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Los conocimientos del metabolismo de las bacterias patdgenas, su multirresistencia y
adaptabilidad a agentes antimicrobianos se encuentra aun en fase de estudio en la actualidad, con
fines de posibles descubrimientos de farmacos en el dmbito practico por las propiedades
beneficiosas de los AE y la necesidad de encontrar soluciones antimicrobianas efectivas, el futuro
es prometedor y se define por los avances cientificos y su aplicacién practica (Mufioz &
McKinney, 2006). Este estudio radico en el uso de la metabolémica microbiana no dirigida y una
estrategia de analisis de vias metabdlicas para revelar las afectaciones que sufrié P. aeruginosa
durante el tratamiento con el AE, logrando identificar multiples alteraciones en las rutas del
microorganismo, lo que proporciona informacién valiosa sobre las afectaciones causadas y sus

respuestas metabdlicas, brindando nueva informacidn sobre los mecanismos de accién del AE.

8. Conclusiones

La ineficacia presente en los tratamientos médicos en los ultimos afios ha hecho necesaria
la busqueda de nuevos productos antimicrobianos, siendo los AE, uno de los productos mas
prometedores por sus diferentes propiedades biologicas reportadas, entre ellas propiedades
antimicrobianas. EI AE de L. origanoides (quimiotipo timol) exhibi¢ actividad antimicrobiana
sobre P. aeruginosa ATCC 27853 con una CMlzo de 0,37 mg/mL. Los andlisis por metabolomica
no dirigida, permitié determinar que el AE de L. origanoides, gener6 cambios en el metabolismo
del microorganismo relacionados principalmente el metabolismo y sintesis de diferentes
aminoacidos, biosintesis de aminoacil — ARNt, los cuales estdn asociados con la sintesis de
proteinas; a su vez estuvo alterado el metabolismo del carbono con una acumulacion del citrato y
disminucién de otros metabolitos que pueden estar interrumpiendo esta via metabolica de
produccion de energia. Adicionalmente, se detectaron cambios en diferentes metabolitos presentes

en el metabolismo de las purinas y de los nucleotidos, y asi mismo, cambios en el metabolismo de
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las pirimidinas y de los glicerofosfolipidos. Estos hallazgos brindan nuevos conocimientos sobre
los posibles mecanismos antimicrobianos que ejerce el AE de L. origanoides y promueven la
intensificacion de la investigacion de los AE para posibles usos como agentes antibacterianos

naturales.
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ANEexos

Anexo A. Comparacion de espectros de masas obtenidos por UHPLC-ESI/Orbitrap-HRMS con espectros reportados.
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_ Masa lones caracteristicos
Metabolito Formula i
) - Aducto Experimen | Appm
identificado molecular Calculada al Encontrados | Reportados
a
119,0352 119,0352
Adenina CsHsN M+H)* 136,0618 3,93 109,0509 109,0508
ST (M+H) 136,0623 94,0400 94,0400
92,0246 92,0243
137,0456 137,0457
Inosina C1oH12N2O M+NH,-H,0)* 268,1037 0,18 97,0286 97,0285
10HzNeOs | ( +H:0)" | 2681087 73.0288 73.0273
69,034 69,0323
119,035 119,0324
Pterin CsHsNsO M+H)* 164,0566 3,96 96,0558 96,0542
(M+H) 164,0572 94,0409 94,0389
92,0247 92,0225
o 130,0500 130,0498
L-4-hidroxiglutamato ' '
_ ,g CsHsNO4 (M+H)* 1480609 | 1480604 | 4,04 102,0553 | 102,0549
semialdehido ! 84,0448 84,0444
74,0241 74,0236
129,0659 129,0659
Dihidrotimina CsHsN202 (M+Na)* 1510482 | 151,0477 | 3,82 111,0553 | 111,0553
' 101,0709 101,0709
58,0655 58,0651
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148,0474 148,0465

Acido p-cumarico CoHgO3 M+Na)* 187,0366 237 147,0437 147,0433

P (M+Na) 187,0370 1190490 | 119.0490

91,0545 91,0538

. 101,0233 101,0233
S-(3-o0x0-3-carboxi-n-

T C7H11NOsS (BM+H)* 6641152 | 664,1155 | 0,42 89,0054 89,0056

propil)cisteina ' 55,0178 55,0178

114,9852 114,9848

72,0813 72,0807

Valil-seril-arginina C14H28N6Os (M+H)* 361,2199 | 361,2189 2,93 60,0450 60,0443

74,0969 74,0964

Acido 84,0449 84,0452

rolid boxili CsH7NOs (M+H)* 130,0504 | 130,0499 4,09 56,0501 56,0503

pirroliaonacarnoxiiico 130,0500 130,0504

131,0337 131,0320

CsHsNO4 M+Na)* 170,0422 3,87 130,0499 130,0490

Glutamato ( ) 170,0428 102,0552 102,0560

84,0443 84,0440

69,0704 69,0698

Heptano-1,2,3-triol C7H1603 M-+Na)* 171,0995 0,84 113,0962 113,0960

P (M-+Na) 171,099 99,0808 99,0804

57,0704 57,0698

56,0501 56,0494

- C4HsNO3 M+2Na-H) * 164,0293 3,07 74,0605 74,0590

Homoserina ( ) 164,0298 58,0656 58,0648

57,0535 57,0547




. 110,0348 110,0349
Xantina CsHaN4O2 (M+NH;-H20)" | 152 0564 152,0567 2,59 82,0398 82,0394
136,0139 136,0138
116,0340 116,0340
L/D)-Aspartato C4H7NO 2M+H)* 267,0809 | 6,95 88,0376 88,0370
(LID)-Asp A (MH) 267,0828 74,0235 74,0230
70,0271 70,0270
90,0552 90,0550
N-Carbamoilsarcosin CaHgN203 (M+H)* 133.0613 | 133,0608 4,00 88,0393 88,0393
' 87,0553 87,0553
72,0444 72,0444
95,0608 95,0603
idroxiectoi CsH10N20 3M+Na)* 497,967 | 0,86 113,0711 | 113,0709
Hidroxiectoina sH10N203 ( ) 497,1971 141 0656 141 0658
97,0763 97,076
72,0813 72,08104
ilvali CsH1sN203 M+2Na-H) * 233,0871 | 237 118,0864 | 118,08711
Alanilvalina ( ) 233,0876 57,0579 57 05825
55,0549 55,05486
4-O-(beta-L-
Arabinofuranosil)- 98,0603 98,0600
C1oH17NO7 (M+H)* 2641083 | 2641075 | 3,19 132,0655 | 132,0655
(2S,4S)-4- ' 68,0499 68,0495
. . . 114,0550 114,0549
hidroxiprolina
I . 70,0656 70,0651
L-Prolinamida CsH10N20 (M+Na) 137,0690 137,0685 3,74 115,0868 115,0865
97,0763 97,0760




89

89,0714 89,0715

1,3-Dimetilurea C3HsN0 2M+H)* 177,1345 | 3,76 71,0609 71,0609

(eM+H) 177,1351 62,0605 62,0606

60,0449 60,0449

_ _ 78,9578 78,9590

Coenzima F420-0 C19H22N3012P (M+Na-2H) 536,0682 536,0676 0,80 62,9630 62,9641

152,9947 152,9958

Asparaginil-cisteinil- 218,0603 218,0604

o C10H18NsOsS2 | (M-H-H20) | 3190489 | 319,0522 | 9,89 1150506 | 1150513

cisteina ' 112,0505 112,0516

130,0611 130,0622

. 89,0233 89,0244
(S)-malil alfa-D- ’ ’

. C10H17NOg (M-H)- 2940825 | 294,0825 | 0,03 87,0076 87,0087

glucosaminida ' 72,9931 72,9931

59,0126 59,0138

78,9579 78,9590

-arabinitol 5- CsH1308P M-H)- 231,0271 1,45 96,9684 96,9696

L-arabinitol 5-fosfato (M-H) 231,0270 138.9790 136.9801

71,0127 71,0138

78,9578 78,9573

i CisH2sNsOwP2 | (M-H-H20) 540,0529 | 7,67 346,0552 346,0543

ADP-ribosa ( ) 540,0487 96,9684 96 0681

158,9242 158,9244

. o 74,0238 74,0247

Acido 4-hidroxi-L- CsHoNOs (M-H)- 1620402 | 1620410 | 474 | 720079 72,0091

glutamico ’ 100,0396 100,0404

86,0237 86,0247
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78,9579 78,9589
Gli C12H21N3O13P> M-H)- 476,0467 | 0,85 96,9684 96,9696
CDP-Glicerol 12H21N301 (M-H) 476,0471 1520048 | 159958
1589242 | 158,9253

1430816 | 143,0826

inil-lisi C1oH20N2O M-H)- 259,1405 | 044 | 1450971 | 1450982
Asparaginil-lisina 10120404 ( ) 259,1406 1410659 141,0669
126,0551 | 126,0560

147,0288 | 147,0293

i CeHsO7 M-+Na-2H)- 213,0007 | 1,78 129,010 | 129,0190
Citrato ( )| 213,0011 1010189 | 1910193
111,0080 | 111,0087

116,0345 | 116,0353

. _ 104,0353
4-Hidroxitreonina C4H9NO4 (M-H) 134,0453 | 134,0461 | 564 igggigg 102.0197
74,0241 74,0248

Todos los espectros de masas fueron obtenidos por medio de las bases de datos Mass Bank, PubChem, HMDB y CFM-ID

(version 3.0y 4.0).



Anexo B. Comparacion de espectros de masas del acido p-cumarico
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Anexo C. Comparacion de espectros de masas de la adenina
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Anexo D. Comparacion de espectros de masas del (L/D)-aspartato
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Anexo F. Comparacién de espectros de masas de la ADP-ribosa
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Anexo G. Comparacion de espectros de masas del glutamato
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Anexo H. Comparacion de espectros de masas de la inosina
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