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Resumen: La resistencia antimicrobiana, especialmente en cepas de Escherichia coli productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) como la enzima CTX-M-15, representa una de las mayores amenazas para la salud publica global. Ante la pérdida
de eficacia de los antibioticos convencionales, surge la necesidad de explorar compuestos naturales como el d-limoneno, cuya
estructura lipofilica sugiere un potencial para disrumpir membranas bacterianas e inhibir sistemas enzimaticos de resistencia. Para
evaluar esta hipotesis, se empled un enfoque multidisciplinario que incluyé microdilucion en caldo para determinar la viabilidad
celular (ATCC 25922), ensayos de difusion en disco para medir la sinergia con antibidticos (ATCC 35218) y simulaciones de
acoplamiento molecular (docking) con la proteina 1ZG4. Los resultados revelaron una actividad antimicrobiana dosis-dependiente
con una Concentracion Inhibitoria Media (/Csp) de 14.95 mg/mL, identificando un comportamiento bifasico caracterizado por un
efecto adaptativo u hormético a bajas dosis (1-8 mg/mL) y una inhibiciéon marcada a partir de los 16 mg/mL. En las pruebas de
sinergia, el d-limoneno (64 mg/mL) potencid significativamente la accion de la gentamicina (+3 mm) y la ceftriaxona (+2 mm).
Complementariamente, el docking predijo una afinidad de union de -4.96 kcal/mol en el sitio catalitico de la CTX-M-15, estabilizada
por interacciones hidrofdbicas. Se concluye que el d-limoneno actia mediante un mecanismo dual de disrupcion de membrana e
inhibicion enzimatica competitiva por oclusion, posicionandose como un adyuvante prometedor para restaurar la eficacia terapéutica
de antibiodticos frente a cepas multirresistentes.

Palabras clave: BLEE; D-limoneno; ICs,; acoplamiento molecular; CTX-M-15; terpenos, inhibicion enzimadtica.

Abstract: Antimicrobial resistance, particularly in Escherichia coli strains producing extended-spectrum B-lactamases (ESBL) such
as the CTX-M-15 enzyme, represents one of the greatest threats to global public health. Given the loss of efficacy of conventional
antibiotics, there is a pressing need to explore natural compounds like d-limonene, whose lipophilic structure suggests potential for
disrupting bacterial membranes and inhibiting resistance enzymatic systems. To test this hypothesis, a multidisciplinary approach was
employed, including broth microdilution to determine cell viability (ATCC 25922), disk diffusion assays to measure synergy with
antibiotics (ATCC 35218), and molecular docking simulations with the 1ZG4 protein. Results revealed dose-dependent antimicrobial
activity with a Half-Maximal Inhibitory Concentration (/Csg) of 14.95 mg/mL, identifying a biphasic biological behavior characterized
by an adaptive or hormetic effect at low doses (1-8 mg/mL) and marked inhibition starting at 16 mg/mL. In synergy tests, d-limonene
(64 mg/mL) significantly enhanced the action of gentamicin (+3 mm) and ceftriaxone (+2 mm). Complementarily, docking predicted
a binding affinity of -4.96 kcal/mol at the CTX-M-15 catalytic site, stabilized by hydrophobic interactions. It is concluded that d-
limonene acts through a dual mechanism of membrane disruption and competitive enzymatic inhibition by occlusion, positioning
itself as a promising adjuvant to restore the therapeutic efficacy of antibiotics against multi-resistant strains.

Keywords: ESBL; D-Limonene; ICsy; Molecular docking; CTX-M-15; Terpenes, Enzymatic inhibition.
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1. Introduccion

La resistencia antimicrobiana (RAM), constituye uno de los principales retos de la salud publica global en el siglo XXI, ya
que amenaza la eficacia de los tratamientos con antibioticos convencionales, favorece la propagacion de infecciones recurrentes y
conlleva un aumento significativo en los costos del sistema de salud, asi como en la morbilidad y mortalidad (Zambrano Espinosa,
2022). La Organizacion Mundial de la Salud ha declarado la RAM como una prioridad mundial, reconociendo que en 2019 se
registraron aproximadamente 1.27 millones de muertes directamente atribuibles a infecciones resistentes, y cerca de 4.95 millones
de muertes asociadas a esta condicion. Proyecciones recientes del proyecto Global Research on Antimicrobial Resistance (GRAM),
publicadas en The Lancet, estiman que, de no aplicarse medidas eficaces, la RAM bacteriana podria provocar hasta 1.9 millones
de muertes anuales atribuibles y mas de 8 millones asociadas para el afio 2050 (Murray et al., 2022). Complementariamente, el
informe O'Neill (2016), encargado por el gobierno britanico, advierte que esta cifra podria alcanzar los 10 millones de muertes
anuales, superando incluso las proyecciones para enfermedades como el cancer (O’NEILL, 2016).

Este escenario resulta particularmente alarmante para regiones como América Latina, donde la combinacidon de acceso
irregular a servicios de salud, automedicacion frecuente, ausencia de politicas solidas de farmacovigilancia y uso extensivo de
antibiéticos han favorecido la emergencia de cepas bacterianas multirresistentes. En Ecuador, diversos informes clinicos y
hospitalarios han documentado reportes como el aumento sostenido de cepas de Escherichia coli productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), cuya prevalencia compromete seriamente la eficacia de tratamientos basados en cefalosporinas y
penicilinas especialmente en infecciones urinarias, gastrointestinales y sistémicas (Solis et al., 2022).

Escherichia coli, es una bacteria gram negativa que forma parte de la microbiota intestinal humana, pero que puede actuar
como patdgeno oportunista. Su relevancia en el contexto de la RAM radica en su capacidad e importancia clinica por su habilidad
para adquirir genes de resistencia a través de plasmidos y elementos genéticos moviles, lo cual ha facilitado su diseminacion en
ambientes hospitalarios y comunitarios (Gupta et al., 2021c; Li et al., 2022). Las enzimas B-lactamasas del tipo CTX-M han sido
reconocidas como una de las principales causas de resistencia a antibidticos B-lactamicos, por su capacidad para hidrolizar una
amplia gama de cefalosporinas de tercera generacion (Solis et al., 2022).

Ante este panorama, sobre la creciente ineficacia de los antibioticos tradicionales; estudios internacionales han intensificado
la busqueda de alternativas con actividad antimicrobiana, sobre todo aquellos derivados de fuentes naturales, destacando
compuestos bioactivos como el d-limoneno, un monoterpeno ciclico que constituye el principal componente en los aceites
esenciales de citricos, destacando como una molécula prometedora por su diversidad estructural y su baja toxicidad (Budiarto et
al., 2024; Cordeiro Mariana et al., 2021). Este compuesto posee potencial antimicrobiano frente a diversas bacterias gram positivas
y gram negativas, incluyendo Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Salmonella entérica y Listeria monocytogenes, a
través de mecanismos que incluyen la disrupcion de la membrana celular bacteriana, interfiriendo en la expresion genética de
factores de virulencia, inhibicion de sistemas enzimaticos e incluso presentando sinergias con farmacos como la ciprofloxacina y
la gentamicina (Gupta et al., 2021a; Pakbin et al., 2021; Sreepian et al., 2022a). A pesar de su amplio espectro de accion, la
evidencia experimental local sobre su eficacia frente a cepas de Escherichia coli productoras de B-lactamasas sigue siendo escasa.

Son limitados los estudios que integran herramientas computacionales con ensayos microbiologicos para analizar la
interaccion estructural de este compuesto con enzimas clave en los mecanismos de resistencia. El uso de técnicas de modelado
molecular como el acoplamiento molecular o docking permite simular la interaccion entre una molécula ligando y una proteina
blanco, y ha demostrado ser una herramienta valiosa para explorar el potencial terapéutico de compuestos naturales, sobre todo
cuando se busca identificar posibles sitios de union y estimar la afinidad energética de la interaccion (Leelananda & Lindert, 2016;
Sreenithya et al., 2025a).

En este sentido, el d-limoneno representa una molécula interesante para este tipo de analisis, debido a su estructura lipofilica,
bajo peso molecular y capacidad de difusion en medios lipidicos. Su afinidad potencial por sitios activos hidrofobicos, como los
presentes en las Pf-lactamasas, indica que podria actuar como inhibidor competitivo o alostérico de estas enzimas, bloqueando
parcial o totalmente su funcion catalitica (Yuan & Hao, 2023). No obstante, para validar esta hipdtesis, es necesario integrar la
evidencia experimental in vitro con simulaciones computacionales in silico, que permitan visualizar y cuantificar su
comportamiento a nivel estructural (Sharma & Kaur, 2023).

La combinacién de ambos enfoques microbioldgico y estructural, permite no solo confirmar la eficacia del d-limoneno como
agente antibacteriano, sino también comprender los mecanismos moleculares implicados en su actividad. Esta aproximacion
multidisciplinaria proporciona un marco mas robusto para evaluar el potencial terapéutico del compuesto, y abre la posibilidad de
futuras optimizaciones estructurales que incrementen su eficacia o selectividad (Bibi et al., 2023a).

La hipdtesis central de integrar estos enfoques radica en que, si el d-limoneno logra interactuar estructuralmente con el sitio
activo de enzimas como la -lactamasa CTX-M-15, podria actuar no solo como un agente antimicrobiano intrinseco, sino también
como un adyuvante capaz de restaurar la sensibilidad de la bacteria frente a cefalosporinas de tercera generacion y otros antibidticos
convencionales que han perdido su eficacia clinica

La presente investigacion tiene como finalidad evaluar la eficacia del d-limoneno frente a Escherichia coli cepa sensible
ATCC 25922 (Puvaca et al., 2021) y cepa BLEE ATCC 35218, determinando su potencia inhibitoria (/Csp) mediante modelos de
regresion de dosis-respuesta. Adicionalmente, se busca explorar su capacidad moduladora como adyuvante frente a antibidticos de
uso clinico mediante ensayos de sinergia, y analizar su mecanismo de interaccion estructural con la enzima f-lactamasa tipo CTX-
M-15 mediante modelado molecular (docking) (Bibi et al., 2023b; Sreenithya et al., 2025b), proponiendo una estrategia integral
para validar este compuesto natural como alternativa terapéutica frente a la resistencia bacteriana (Caballero Gémez et al., 2022;
Ribeiro et al., 2023).



2. Materiales y Métodos
Tipo de estudio y enfoque metodologico.

El presente estudio se desarrolld mediante un enfoque experimental de laboratorio, complementado con herramientas de
bioinformatica estructural. Se emplearon métodos estandarizados de microbiologia para evaluar la actividad antimicrobiana del d-
limoneno frente a Escherichia coli ATCC 25922. Adicionalmente, se analiz6 el potencial del d-limoneno como agente sensibilizador
frente a la cepa multirresistente Escherichia coli productora de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), ATCC 35218, mediante
ensayos de sinergia utilizando el método de difusion en disco y se aplicaron técnicas de modelado molecular (docking) para analizar
la interaccion del d-limoneno con la enzima B-lactamasa CTX-M-15.

Reactivacion y preparacion de la cepa bacteriana

Se trabajé con dos cepas de referencia de Escherichia coli: la cepa sensible ATCC 25922 y la cepa
multirresistente productora de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) ATCC 35218.
e CepaE. coli ATCC 25922: Fue donada por el Centro de Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Loja. Se mantuvo conservada en viales criogénicos a -20 °C. Para su reactivacion, se inocularon 10 uL
del vial en placas de agar nutritivo mediante la técnica de estriado por agotamiento, incubando a 37 °C
por 24 horas.

e Cepa E. coli BLEE ATCC 35218: Fue donada por la Universidad Internacional SEK (UISEK). Esta
cepa fue rehidratada siguiendo las instrucciones del proveedor y cultivada bajo condiciones
controladas para asegurar la expresion de su fenotipo resistente.

Preparacion del inoculo bacteriano
Para los ensayos biologicos, ambas cepas fueron cultivadas en caldo Mueller-Hinton

e Ajuste de turbidez: Las suspensiones bacterianas se ajustaron a una turbidez equivalente al estandar
0,5 de McFarland aproximadamente a 1,5 X 108 UFC/mL.

e Inoculo para microdilucion (ATCC 25922): De acuerdo con las recomendaciones del CLSI M100-
2025, la suspension se diluy6 1:100 en caldo Mueller-Hinton, obteniendo una concentracion de 1 x
10¢ UFC/mL, luego de la mezcla final en el pocillo de la microplaca (dilucion 1:2) se reduce a 5 %
10° UFC/mL

e Indculo para ensayos de sinergia por difusion en disco (ATCC 35218): Para estas pruebas se utilizd
directamente la suspension ajustada al 0,5 de McFarland, sin dilucién adicional, con el fin de obtener
un crecimiento sobre la superficie del agar Mueller-Hinton (Miranda-romero et al., n.d.).

Preparacion del d-limoneno

El compuesto (+)-R-limoneno (CAS 5989-27-5, Ref 62118) se disolvid inicialmente en dimetilsulféxido (DMSO) y se ajustod
con Caldo Mueller-Hinton (MHB) para preparar una soluciéon madre a una concentracion de 64 mg/mL. Esta solucion de trabajo
se empleo tanto para la impregnacion de los discos en los ensayos de sinergia como para preparar las diluciones seriadas requeridas
en las pruebas de microdilucion.

La eleccion del DMSO se baso en su alta capacidad para solubilizar y emulsionar compuestos hidrofébicos (Hulankova,
2024), como los terpenos. Siendo la concentracion maxima de DMSO en la solucion madre del 4% (v/v), garantizando que en los
ensayos finales la concentracion del solvente no supere el 2% (v/v) (Ilieva et al., 2021; Subramenium et al., 2015)



Tabla 1.
Dilucion del D-limoneno en DMSO.

Reactivo Volumen

D- limoneno 76 ul

DMSO 40 wl

MHB 884 uL
Volumen final 1000 pl —1ml
Concentracion final del D-limoneno 64 mg/ml

Nota: Esta dilucion madre fue utilizada para preparar las concentraciones utilizadas en los ensayos de microdilucion en caldo.
El DMSO fue seleccionado por su capacidad para solubilizar hidrofébicos como el d-limoneno, manteniendo una toxicidad
bacteriana minima a las concentraciones utilizadas.

Determinacion de actividad antibacteriana y viabilidad celular.

La actividad antimicrobiana del d-limoneno se evalué mediante el método de microdilucion en caldo en placas de 96 pocillos,
siguiendo las directrices del CLSI M100-2025; se prepararon diluciones seriadas con el fin de obtener concentraciones finales de
32,16, 8, 4, 2 y 1 mg/mL. Cuyo disefio incluyo controles de: crecimiento, esterilidad, solvente (DMSO al 2%) y farmaco, cada
uno de los pocillos se le afiadieron 100 pL de las respectivas concentraciones y 100 puL del indculo ajustado (5x10"5 UFC/mL) y
finalmente fueron incubadas a 37 °C durante 20 horas.

La densidad optica fue medida utilizando un lector de microplacas BioTek ELx800 controlado por el software Gen5 version
2.01.14, configurado a una longitud de onda de 630 nm, y los datos fueron normalizados respecto al control de crecimiento para
calcular el porcentaje de crecimiento y estimar la /Cso (Chattopadhyay et al., 2009; Gupta et al., 2021a). (Fig. 1.)
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Fig. 1. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del D-limoneno frente a Escherichia coli ATCC
25922 mediante el método de microdilucion en caldo. Se prepararon diluciones seriadas triples del compuesto en un rango
de 32 a 1 mg/mL (columnas | a 6), evaluadas en triplicado (filas A—C). Control de crecimiento: columna 1, fila F-H
corresponde al (CC: 100 pL MHB + 100 pL in6culo), control esterilidad: columna 3, fila F-H (CE: 200 L. MHB); control
DMSO (CS: 100 pL (MHB+4%DMSO) + 100 pL indculo); control farmaco (CF: 100 pL concentracion de 64 mg/mL +
100 pL in6culo). En cada pocillo su volumen final es 200 pL. La lectura se realizé tras incubacion a 37 °C entre las 18 -
20 horas.

Ensayos de sinergia por difusion en disco.

Para evaluar el efecto potenciador del d-limoneno sobre la actividad de diversos antibidticos, se empleo el método de difusion
en disco modificado (Kirby-Bauer). Se utilizaron placas de agar Mueller-Hinton (MHA) inoculadas con una suspension bacteriana
de Escherichia coli productora de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), cepa ATCC 35218 (Evangelist-Martinez et al.,
2018).

La suspension bacteriana se ajusté al estandar de turbidez 0,5 de McFarland, equivalente aproximadamente a 1 x 10”5
UFC/mL, con el objetivo de obtener un crecimiento bacteriano homogéneo y confluente sobre la superficie del medio.
Posteriormente, la inoculacion se realizdo mediante siembra por extension con hisopo estéril sobre toda la superficie del agar
Mueller-Hinton, siguiendo las recomendaciones establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
ensayos de susceptibilidad antimicrobiana (M. Wang et al., 2024).



Los discos comerciales de antibidticos como la ceftriaxona 30 pg (CRO), cefepime 30 pg (FEP), gentamicina 10 pug (CN),
penicilina 10 UI (P), ciprofloxacino 5 pg (CIP) y cefuroxima 30 pg (CXM); fueron impregnados con 15 pL de solucion D-
limoneno a una concentracion de 64 mg/mL, previamente preparada en DMSO al 4 % (v/v) y caldo Mueller-Hinton (MHB).

Como controles experimentales, se incluyeron: discos de antibidticos sin suplementar, discos impregnados unicamente con
DMSO al 4 %, y discos con d-limoneno solo, con el fin de evaluar posibles efectos del solvente o del compuesto de forma
independiente (Atta et al., 2023).

Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C durante 20 horas en condiciones aerobias. La evaluacion de la sinergia se
realizé mediante la comparacion de los diametros de los halos de inhibicidn, considerando la presencia de un efecto sinérgico
cuando el halo de inhibicion de la combinacion antibiotico + d-limoneno mostré un incremento > 2 mm en comparacion con el
antibiotico solo (Y. Wang et al., 2020a). (Fig 2.)

Discos de antibiotico

Discos de antibidtico suplementados .
sin suplementar

Disco DMSO 4% — d-limoneno 64mg/mL

Figura 2. Ensayo de difusion en disco para evaluar la actividad sinérgica del d-limoneno frente a Escherichia coli BLEE
(ATCC 35218) en agar Mueller-Hinton tras 20 h de incubacion a 37 °C.

Placas 1y 2: discos de antibioticos CXM, CRO, P, CIP, CN, FEP; suplementados con 15 pL de D-limoneno (64 mg/mL)
preparado en DMSO al 4 % v/v, incluyendo controles con DMSO al 4 % y D-limoneno solo.

Placas 3 y 4: discos de antibioticos sin suplementar, utilizados como control de sensibilidad basal.

Modelo molecular del d-limoneno

La molécula de -limoneno se obtuvo de la base de datos PubChem (CID: 440917) (Dionisio et al., 2018) en formato .pdb y
fue importada en el software Avogadro v1.2.0 (Hanwell et al., 2012a) para su modelado y analisis de propiedades moleculares. Se
representd la estructura tridimensional del isdmero correspondiente y se identifico el conformero mas estable mediante la
minimizacion de energia con el campo de fuerza molecular de Merck (MMFF94), optimizando la geometria de la molécula en
funcion de sus centros de rotacion. Posteriormente, se asignaron los hidrogenos polares, se calcularon las cargas de Gasteiger y se
definié la torsion rotacional, identificando un total de un enlace rotable (Hanwell et al., 2012b). Finalmente, las caracteristicas
moleculares fueron evaluadas y validadas de acuerdo con la regla de los cinco de Lipinski y la regla de Veber, confirmando su
viabilidad como potencial candidato a farmaco (Lipinski et al., 2001; Veber et al., 2002).

Preparacion de la proteina blanco.

Se utilizo la estructura cristalografica de la enzima B-lactamasa CTX-M-15 de E. coli (PDB ID: 1ZG4), descargada del
Protein Data Bank (Stec et al., 2005). En ADT se eliminaron ligandos, iones y agua. Luego se adicionaron hidrogenos polares y
cargas de Gasteiger. El archivo resultante fue guardado como .pdbqt para ser utilizado en AutoDock Vina version 1.2.3 (Eberhardt
et al., 2021).

Simulacién de docking molecular

La simulacion de acoplamiento molecular se realizé mediante un ensayo de docking ciego (blind docking) utilizando el
software AutoDock Vina v1.2.3. Para permitir una exploracion sin sesgos del ligando sobre la superficie de la enzima CTX-M-15
(1ZG4), se configuré un espacio de busqueda (grid box) extendido con dimensiones de 40 x 40 x 40 A, garantizando que el (+)-
R-limoneno identificara de manera espontanea el sitio de mayor estabilidad termodindmica. Se emple6 una exhaustividad de 8 y
un espaciado de 0.375 A, analizando la energia libre de unién en kcal/mol. y las interacciones se visualizaron en PyMOL version
1.1.0 (Schrodinger, 2018).



Analisis estadisticos

El analisis estadistico y la visualizacion de los datos se realizaron utilizando el entorno y lenguaje de programacion R (version
4.5.3) (R Core Team, 2026). La importacion de las bases de datos experimentales se realiz6 mediante el paquete readr (version
1.4.3) (Wickham et al., 2023), mientras que la manipulacion, el filtrado y la normalizacion de los porcentajes de crecimiento se
ejecutaron con el paquete dplyr (version 1.1.4) (Wickham et al., 2026), permitiendo la normalizacion de los porcentajes de
crecimiento bacteriano a partir de 54 observaciones experimentales. Cuyos resultados se expresaron como media =+ error estandar
de la media (SEM) a partir de las réplicas experimentales.

Previamente al analisis inferencial, se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas mediante las
pruebas de Shapiro—Wilk y Levene (paquete car) respectivamente (Fox, 2023). Una vez verificados los supuestos paramétricos no
se cumplieron estrictamente en todos los grupos, se aplicoé de forma complementaria la prueba no paramétrica de Kruskall-Waills
para confirmar las diferencias globales entre las distintas concentraciones evaluadas. Luego se procedido con un Analisis de
Varianza de un factor (ANOVA), calculando el tamafio del efecto mediante eta cuadrado (n?). Para comparaciones especificas
entre pares de grupos, se aplicé la prueba de t de student para muestras independientes, validando la significancia de la inhibicién
maxima observada.

Posteriormente, se empled la prueba de comparaciones multiples de Tukey para identificar diferencias significativasentre
todos los tratamientos. Asimismo, se realizo un analisis del Coeficiente de Variacion (CV) por grupo para caracterizar la dispersion
de los datos e identificar puntos de transicion fisiologica en la poblacion bacteriana.

La Concentracion Inhibitoria Media (/Cso) se estimo mediante el ajuste de los datos de viabilidad bacteriana en funcion de la
concentracion (transformada a escala logaritmica) utilizando un modelo de regresion log-logistica de cuatro parametros (4PL)
implementado en el paquete der (Ritz et al., 2015), lo que permiti6 calcular ademas intervalos de confianza del 95 % para los
parametros estimados.

Las representaciones graficas, incluyendo diagramas de caja (boxplots), graficas de dispersion y curvas de dosis—respuesta,
se generaron utilizando el paquete ggplot2 (Wickham et al., 2016), permitiendo una visualizacion clara de las tendencias
experimentales y de la relacion concentracion-respuesta.

En todos los analisis estadisticos se consider6 un nivel de significancia de p < 0,05.

3. Resultados.

3.1 Actividad antibacteriana y Concentracién Inhibitoria Media (1Cs)

La evaluacion in vitro demostré que el D-limoneno ejerce un efecto inhibitorio dependiente de la concentracion frente a
Escherichia coli ATCC 25922 (Gupta et al., 2021b; Lin et al., 2024). El analisis descriptivo evidencié un comportamiento no
lineal; en bajas concentraciones (1-8 mg/mL) no se observd reduccion del crecimiento, registrandose un incremento en la
viabilidad relativa de aproximadamente el 120%. Este comportamiento es consistente con un efecto hormético, en el cual la
exposicion a dosis subletales induce respuestas adaptativas en las bacterias (Melkina et al., 2021).

El analisis de varianza (ANOVA) de un factor confirmé diferencias globales significativas entre las concentraciones
evaluadas (F(5,48)=67.16; p= 1,69x102%). Complementariamente, la prueba de kruskal-Waillis ratifico la significaciéon de estos
hallazgos (H= 38,18; p < 0.001), demostrando la robustez de los datos ante la heterogeneidad de las varianzas. El tamafio del
efecto (n’= 0,875), mostrd una asociacion extremadamente fuerte entre dosis-respuesta.

El efecto inhibitorio comenz6 a manifestarse de forma marcada a partir de 16 mg/mL, donde se registrd la mayor variablidad
poblacional (CV=48,4%), lo que sugiere un punto de transicion fisiologica. A la concentraciéon méxima evaluada (32 mg/mL), la
prueba t de Student evidenci6 una reduccion altamente significativa del crecimiento bacteriano especto al control (t(16) = 10.16;
p <0.001), alcanzando una inhibicion cercana al 63 % (Gupta et al., 2021d; Ribeiro et al., 2023b). (Fig 3.)
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Figura 3. Efecto del D-limoneno sobre la viabilidad de Escherichia coli ATCC 25922, evaluado mediante densidad optica
(OD 630 nm). Los diagramas de caja representan la distribucion de las réplicas biologicas, donde las cajas indican el rango
intercuartilico (IQR) y la linea central corresponde a la mediana. Las letras diferentes (a, b) sefialan diferencias estadisticas
significativas entre las concentraciones evaluadas, determinadas mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post
hoc de Tukey (p < 0.05).

Dado que no se alcanz6 una inhibicion completa a 32 mg/mL (CMI > 32 mg/mL), se estim6 la Concentracion Inhibitoria
Media (/Cs0) mediante un modelo de regresion log-logistica de cuatro parametros (4PL). El ajuste del modelo indico una /Cso de
14.95 mg/mL (p < 0.05), correspondiente al punto en el que el D-limoneno reduce el crecimiento de E. coli al 50 % de su capacidad
maxima (Ritz et al., 2015). (Fig 4)
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Fig 4. Curva de dosis-respuesta del efecto del D-limoneno sobre la viabilidad de E. coli. La linea punteada azul
indica el valor exacto de la /Csycalculada (14.95 mg/mL).

3.2 Ensayo de sinergia con antibidticos

Los resultados del ensayo de difusion en disco mostraron que la combinacion con D-limoneno modifica los patrones de
susceptibilidad de la cepa multirresistente £. coli BLEE (ATCC 35218) de manera dependiente del antibiético evaluado. Los
discos control impregnados unicamente con DMSO al 4 % y D-limoneno (64 mg/mL) no produjeron halos de inhibicion (0 mm),
confirmando que el solvente no presenta actividad antibacteriana y sugiriendo que el monoterpeno posee difusion limitada en el
agar Mueller-Hinton debido a su naturaleza lipofilica (Hulankova, 2024; Ribeiro et al., 2023).

Al evaluar las combinaciones, se observo un efecto sinérgico definido como un incremento > 2 mm en el diametro del
halo de inhibicion al suplementar los discos de gentamicina y ceftriaxona (Y. Wang et al., 2020b). De la misma forma, el halo de
inhibicion de la gentamicina aument6 de 13 mm a 16 mm (Sreepian et al., 2022b), mientras que el de ceftriaxona se incremento
de 15mma 17 mm

La combinacién con ciprofloxacino mostr6é un efecto marginalmente aditivo (+1 mm; de 32 a 33 mm), mientras que la
actividad de cefuroxima permaneci6 sin cambios (25 mm).

Por el contrario, la adiciéon de D-limoneno a los discos de penicilina y cefepime produjo una ligera reduccion en el halo de
inhibicion (—2 mm y —1 mm, respectivamente), lo que indica ausencia de sinergia y sugiere una posible interferencia fisicoquimica
en la difusion de estos antibidticos (Bibi et al., 2023b; Gupta et al., 2021b).

3.3 Modelado molecular y acoplamiento (Docking) del D-limoneno con B-lactamasa CTMX-M-15
Preparacion del ligando (d-limoneno)

e Metabolito natural: d-limoneno

e Actividad reportada: Actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas, efecto sinérgico con
antibiodticos B-lactamicos; alteracion de membranas celulares bacterianas; posible inhibicion de enzimas asociadas
a resistencia.

e Proteina blanco sugerida: B-lactamasa tipo CTX-M-15.
Funcion: Enzima bacteriana responsable de la resistencia a antibioticos p-lactamicos.
PDB ID: 1ZG4.



El d-limoneno (isomero R) fue seleccionado como ligando debido a su naturaleza de monoterpeno ciclico y su reportada
actividad como agente disruptor de membranas y potencial inhibidor enzimatico. La estructura tridimensional se obtuvo de la base
de datos PubChem (CID: 440917) en formato .pdb.

Se realiz6 una optimizacion geométrica exhaustiva mediante el software Avogadro v1.2.03333, y de esta manera garantizar
la fiabilidad del acoplamiento; llevando a cabo un analisis comparativo utilizando diversos campos de fuerza, determinando que
el MMFF94 proporcion6 la conformacion de mayor estabilidad termodinamica con una energia potencial de -30,76 kJ/mol. Este
procedimiento es fundamental para que la simulacion de docking parta de un estado de minima energia, emulando condiciones
fisicoquimicas reales. Tras la optimizacion, se asignaron hidrogenos polares y cargas de Gasteiger, identificando un tinico enlace
rotable (C4-C7), lo que sugiere una flexibilidad conformacional limitada que favorece una interaccion mas especifica en el sitio
activo. Las propiedades moleculares evaluadas (Masa: 136,24 g/mol; LogP: 4,58) confirman que el compuesto cumple con las
reglas de Lipinski y Veber, validando su viabilidad como candidato bioactivo.

La (figura 5B) representa una visualizacion tridimensional del modelo optimizado del isdmero R del D-limoneno, con los

grupos funcionales estructurales: un anillo de ciclohexeno, un grupo metilo, un doble enlace y un grupo isopropenilo,
distribuidos de forma tal que favorecen la interaccion hidrofébica en entornos enzimaticos como los de las f-lactamasas.
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Fig 5. Optimizacion del isomero del R del d-limoneno. A) Estructura quimica 2D con configuracion estereoquimica absoluta.
B) Representacion 3D optimizada mediante el campo de fuerza MMFF94, resaltando los grupos funcionales y la conformacion de
minima energia basal necesaria para la reproducibilidad del experimento.

Propiedades moleculares del ligando.

Tabla 2.
Propiedades moleculares.

Propiedades del ligando Valores
Nombre d-limoneno
Formula quimica CiwHie
Masa molecular 136.24 g/mol
Enlaces rotables 1
LogP 4.58
Numero de atomos 26

Energia -30,76 Kj/mol



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H16
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H16
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Fig 6. Representacion tridimensional del ligando d-limoneno. Optimizacion geométrica del d-limoneno realizada en Avogadro
mediante el campo de fuerza MMFF94. La estructura optimizada evidencia la conformacion mas estable de la molécula y su
caracter ciclico correspondiente al esqueleto p-mentano. Se observa la presencia de un inico enlace rotable libre (C+—C-), sefialado
con una esfera verde, lo que confiere una rigidez estructural elevada y limita la flexibilidad conformacional del ligando,
favoreciendo un acoplamiento molecular mas definido en el sitio activo de la B-lactamasa.

Tabla 3.
Valores de energia potencial asociados a cada modelo

CAMPO DE FUERZA VALOR
GAFF 29,214 kJ/mol
GHEMICAL 4,25292 kJ/mol
MMFF9%4 -30,7612 kJ/mol
MMFF9%4s 103,399 kJ/mol

Los valores de energia potencial obtenidos mediante distintos campos de fuerza indican que MMFF94 presento la energia mas
baja (—30,76 kJ/mol), correspondiente a la conformacion mas estable del d-limoneno. En comparacion, GAFF, GHEMICAL y
MMFF94s mostraron valores energéticos superiores, por lo que MMFF94 fue seleccionado para la optimizacion geométrica y los
estudios posteriores de acoplamiento molecular. Esto permitié simular interacciones mas realistas con la B-lactamasa de E. coli y
obtener resultados energéticos confiables.

Preparacion del receptor p-lactamasa CTX-M-15

Como blanco molecular se utilizo la estructura cristalografica de la B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) CTX-M-15,
recuperada del Protein Data Bank (PDB ID: 1ZG4). Esta enzima es un blanco de alta relevancia clinica debido a su prevalencia
en cepas de Escherichia coli multirresistentes.

La preparacion del receptor fue rigurosa: se eliminaron moléculas de agua de cristalizacion y co-factores no bioldgicos
mediante AutoDock Tools v1.5.7 para evitar sesgos en el calculo de la energia libre de union. Se afladieron hidrogenos polares
para satisfacer las valencias de los aminoacidos y se estandarizaron las cargas para reflejar el estado de protonacion a pH
fisiologico.

Fig 6. Estructura tridimensional de la f-lactamasa CTX-M-15 de Escherichia coli. La estructura proteica fue preparada
utilizando AutoDock Tools v1.5.7, mediante la eliminacion de las moléculas de agua cristalograficas y de los componentes no
proteicos. Posteriormente, se afiadieron hidrogenos polares y se asignaron cargas parciales de Kollman, obteniéndose un receptor
correctamente parametrizado para los ensayos de acoplamiento molecular con el ligando d-limoneno.



La grafica representa un paso fundamental en la preparacion del receptor para el docking molecular, ya que garantiza que la
proteina se encuentre en un estado adecuado para la simulacion. La eliminacion de moléculas de agua evita interferencias en la
prediccion de interacciones, mientras que la incorporacion de hidrogenos polares y la asignacion de cargas aseguran una
configuracion electrostatica mas realista, favoreciendo la precision en la prediccion del modo de union del ligando (Hahn et al.,
2024).

Tabla 4.
Propiedades estructurales del receptor p-lactamasa CTX-M-15 de Escherichia coli.

Propiedad del receptor Valor
Nombre B-lactamasa CTX-M-15
Organismo Escherichia coli
PDB ID 12G4
Tamaifio de proteina 291 residuos
Numero de atomos 2356
Fuente Protein Data Bank

Nota:La proteina presenta un tamafio de 291 residuos y un total de 2356 atomos,
informacion esencial para su preparacion y analisis en los ensayos de acoplamiento
molecular.

Configuracion del espacio de busqueda (Grid Box).

Para garantizar una exploracion exhaustiva y sin sesgos del ligando sobre la superficie de la B-lactamasa CTX-M-15, el
acoplamiento molecular se realizd6 mediante un enfoque de docking ciego (blind docking) y se establecié una caja de busqueda
(grid box) con dimensiones extendidas de 40 x 40 x 40 A, centrada en las coordenadas de la region catalitica asociada al residuo
conservado Ser70 (Tabla 5).

Tabla 5.
Parametros del grid box definidos para el ensayo de acoplamiento molecular

Parametro Valor
Center_x 5,095
Center_y 2,5.0
Center_z 32,185

espacio 0.375 A

Nota: El centro de la caja se ubicé en las coordenadas (5,095; 2,5; 32,185), con un
tamafio de 40 x 40 x 40 A y un espaciamiento de 0.375 A, abarcando la region
catalitica de la proteina para asegurar la exploracion adecuada del sitio activo.

Para el proceso de acoplamiento molecular estos parametros permitieron delimitar de manera precisa el sitio catalitico de la
B-lactamasa CTX-M-15, garantizando que el espacio de busqueda incluyera las regiones criticas de interaccion y favoreciendo asi
la prediccion confiable del modo de union del d-limoneno (Medeleanu et al., 2025).

Simulacién de acoplamiento molecular con Autodock Vina.

El acoplamiento molecular se llevo a cabo utilizando AutoDock Vina v1.2.7, empleando un valor de exhaustividad de 8 y
generando un total de nueve modos de unidn. La evaluacion de los resultados se baso en la energia libre de union (AG, kcal/mol)
y en los valores de desviacion cuadratica media (RMSD).

El acoplamiento arroj6 una energia de afinidad de -4,96 kcal/mol en su pose de mayor estabilidad. El analisis termodinamico
revela que el d-limoneno se aloja en el bolsillo hidrofébico de la CTX-M-15, estableciendo interacciones de Van der Waals y
contactos hidrofobicos con residuos clave: Val216, Leu220, Ala237, Phe72 e Ile173.A diferencia de los antibidticos
convencionales, el d-limoneno no presenta puentes de hidrogeno, lo que indica que su estabilidad en el sitio activo depende
exclusivamente de fuerzas de dispersion de London y el efecto hidrofobico. Esto sugiere un mecanismo de inhibicion competitiva
por oclusion, donde el volumen del ligando impide fisicamente el ingreso del anillo B-lactdmico al sitio de hidrolisis.(Bibi et al.,
2023a; Gupta et al., 2021c¢; Sreenithya et al., 2025a).



Tabla 6.
Resultados del acoplamiento molecular.

Modo Afinidad (kcal/mol) RMSD Lb RMSD u.b

1 -4.961 0 0

2 -4.907 1.443 3.988
3 -4.879 17.05 18.81
4 -4.786 24.16 26.42
5 -4.751 16.95 19

6 -4.74 1.849 2.641
7 -4.668 23.94 26.32
8 -4.655 1.495 4.348
9 -4.585 1.201 4.188

Nota: Se presentan las afinidades de unién (kcal/mol) junto con los valores de RMSD inferior (1.b) y
superior (u.b) para las nueve conformaciones generadas por AutoDock Vina. La mejor pose
correspondi6 al modo 1, con una energia de -4,961 kcal/mol y valores de RMSD de 0, 1o que indica que
representa la conformacion de referencia mas estable dentro del conjunto de resultados.

Visualizacion de los complejos

La visualizacion del complejo proteina—ligando se realizo en PyMOL v2.5.5. La proteina se representd en estilo cartoon y el
ligando en esferas, resaltando su ubicacion dentro del sitio activo. Se afiadieron etiquetas con los nombres “p-lactamasa CTX-M-
15” y “R-limoneno”, asi como la energia de afinidad obtenida por docking.

N ¥ \
’ [ ':' ™
4 ViFe } #
A Al
L -4 "\ x
£ A e
P »4.961
1 %
S f %
# f = )—
2y
4 F L b
} i Y
b
¥ s
i’ L Af 1
s y
L. -~
. = kY [ I -
i vty ALy
e 1]
vl
= { 1Y

Fig 7. Complejo formado entre el d-limoneno y la B-lactamasa CTX-M-15 de Escherichia coli tras el acoplamiento
molecular. Se observa el ligando ubicado en el sitio catalitico de la proteina, con una afinidad de unién de —4,961 kcal/mol
correspondiente al modo de mayor estabilidad, la representacion tridimensional evidencia las interacciones hidrofobicas
predominantes del ligando con residuos cercano y coherentes con su naturaleza apolar.



Figura 8. Representacion esquematica del acoplamiento molecular entre el monoterpeno d-limoneno (rojo) y la
enzima B-lactamasa de Escherichia coli (verde). El ligando se ubica dentro del sitio catalitico, como se confirm6 mediante
analisis computacional de docking con AutoDock Vina.

Los resultados del docking respaldan la hipdtesis de que el d-limoneno puede interactuar favorablemente con la f-lactamasa
CTX-M-15 mediante interacciones hidrofobicas, contribuyendo potencialmente a la inhibicion de la actividad enzimatica y
explicando, a nivel molecular, los efectos antimicrobianos observados in vitro.

4. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el d-limoneno presenta un efecto antimicrobiano dependiente de la
concentracion frente a Escherichia coli ATCC 25922. A diferencia de estudios previos realizados por (Gallegos et al., 2019; Gupta
et al., 2021b; Melkina et al., 2021) que reportan valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) basados unicamente en
evaluaciones visuales, el presente trabajo empled un analisis cuantitativo mediante medicion de densidad optica y modelado de
regresion no lineal, lo que permitié estimar con mayor precision una /Cso de 14.95 mg/mL. Estos hallazgos son consistentes con
estudios que describen la actividad antimicrobiana de monoterpenos frente a bacterias Gram negativas, atribuida principalmente a
su capacidad para alterar la integridad y estabilidad de la membrana celular bacteriana.

El analisis de la distribucion de las réplicas bioldgicas representado en los diagramas de caja (Figura 1) contribuye
informacion relevante sobre la dinamica poblacional de E. coli frente al estrés quimico inducido por el d-limoneno. En las
concentraciones subinhibitorias (1-8 mg/mL; grupo de significancia “a”), la dispersion moderada del rango intercuartilico refleja
la variabilidad fenotipica propia de la respuesta adaptativa temprana de la bacteria (Ackermann, 2015). Es de mucho interés el
comportamiento observado a 16 mg/mL (grupo “b”), donde se registra la mayor amplitud en la dispersion de los datos, dado que
esta elevada variabilidad sugiere que dicha concentracion podria representar un punto de transicion fisioldgico, en el cual la
poblacion bacteriana presenta respuestas heterogéneas mientras los mecanismos de adaptacion comienzan a verse superados por
la accion toxica del compuesto (El-Halfawy & Valvano, 2015).

En contraste, la concentracion maxima evaluada (32 mg/mL) muestra una distribucion mucho mas compacta de las réplicas,
indicando una respuesta consistente entre los ensayos. Esta homogeneidad sugiere que, al alcanzar este umbral, el d-limoneno
ejerce un efecto inhibitorio fuerte y generalizado, reduciendo significativamente la variabilidad en la susceptibilidad de las células
bacterianas (Gupta et al., 2021d; Ribeiro et al., 2023).

Desde una perspectiva terapéutica, los resultados del ensayo de sinergia frente a la cepa productora de BLEE (E. coli ATCC
35218) resultan particularmente relevantes. La reversion parcial de la resistencia y el efecto sinérgico observado con ceftriaxona
(+2 mm) y gentamicina (+3 mm) evidencian el potencial del d-limoneno como agente coadyuvante en terapias antimicrobianas
(Sreepian et al., 2022b; Y. Wang et al., 2020b). Estudios previos realizados por Derakhshan et al., (2022); Nguyen et al., (2022)
han documentado efectos complementarios de este monoterpeno frente a bacilos Gram negativos, con respaldo fuertemente en
terapias combinadas.

No obstante, la ausencia de halo de inhibicion del d-limoneno en forma aislada (0 mm) sugiere que su alta lipofilicidad y
baja solubilidad en medios acuosos limitan su difusion en el agar, lo que constituye una limitacion técnica relevante para su
evaluacion in vitro y un desafio para su desarrollo en formulaciones terapéuticas adecuadas (Hulankova, 2024).

Para comprender el mecanismo subyacente a la sinergia observada, se empled un enfoque computacional basado en modelado
molecular. La optimizacion conformacional del isomero R del d-limoneno evidencid una alta estabilidad estructural, con una
energia minima de —30.76 kJ/mol. En la simulacion, el compuesto mostré una afinidad de unién de —4.96 kcal/mol con la B-



lactamasa CTX-M-15, estableciendo interacciones hidrofobicas con los residuos Val216, Leu220, Ala237, Phe72 e Ilel73,
localizados en el bolsillo catalitico de la enzima. En este contexto, la ocupacion del sitio catalitico por el d-limoneno, mediante el
analisis in silico, sugiere un posible mecanismo de inhibicién competitiva por oclusion estérica, que podria impedir el acceso del
anillo B-lactamico al sitio de hidrolisis enzimatica (Bibi et al., 2023b; Gupta et al., 2021b).

En conjunto, la integracion de datos experimentales y computacionales consolida la hipotesis de un mecanismo de accion
dual: por un lado, una actividad antibacteriana intrinseca basada en la disrupcion de la membrana celular a concentraciones
elevadas; y por otro, una interferencia directa sobre enzimas de resistencia que le permite actuar como un adyuvante para
antibiéticos convencionales. Esta dualidad mecanicista refuerza el potencial del d-limoneno como una molécula lider en la lucha
contra la resistencia antimicrobiana, sentando las bases para futuras optimizaciones galénicas y estudios in vivo que validen su
eficacia y seguridad en modelos de infeccion sistémica (Lin et al., 2024).

5. Conclusiones.

El d-limoneno demostrd una potente actividad antimicrobiana dosis-dependiente frente a E. coli, con una Concentracion
Inhibitoria Media (/Csp) 14.95 mg/mL y su accién presentd un comportamiento biologico bifasico: un efecto adaptativo
(hormético) a dosis subinhibitorias, seguido de una drastica y homogénea inhibicion a partir de 16 mg/mL, confirmando su
viabilidad como agente antibacteriano.

En la evaluacion de terapias combinadas frente a la cepa multirresistente productora de BLEE (E. coli ATCC 35218), el d-
limoneno demostro actuar como un adyuvante antimicrobiano selectivo y eficaz, por su capacidad para generar un efecto sinérgico
al combinarse con ceftriaxona (+2 mm) y gentamicina (+3 mm) evidencia su potencial para revertir parcialmente los fenotipos de
resistencia bacteriana y restaurar la eficacia de antibioticos convencionales que han perdido parte de su utilidad clinica.

El modelado molecular explico esta funcion adyuvante al predecir que el d-limoneno tiene una fuerte afinidad de union (-
4.96 kcal/mol) con el sitio activo de la enzima f-lactamasa CTX-M-15 Esta interaccion sugiere una inhibicion competitiva por
oclusion, donde el monoterpeno bloquea fisicamente el acceso de los antibidticos B-lactamicos al sitio activo de la enzima,
explicando asi la sinergia observada in vitro."

6. Recomendaciones.

Finalmente, este trabajo no solo concluye con el hallazgo de una molécula lider, sino que abre la puerta a la optimizacion
quimica del d-limoneno.

Se recomienda que futuras investigaciones se centren en mejorar su solubilidad mediante nanotecnologia y validar su
seguridad en células humanas, consolidando asi una estrategia integral contra la multirresistencia.
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