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RESUMEN.

Las infecciones causadas por organismos farmaco-resistentes son un problema de
salud publica mundial debido a que tienen mayores tasas de mortalidad y
morbilidad. Por esta razén, la OMS ha solicitado el desarrollo de nuevos antibidticos
0 alternativas para el tratamiento de estas infecciones. P. aeruginosa es una
bacteria patdégena oportunista que causa infecciones nosocomiales y de dificil
erradicacion por su elevada tasa de resistencia. Esta bacteria tiene un sistema
conocido como sistema de percepcién de quorum (SPQ), por el cual produce
compuestos como piocianina, biopelicula o swarming que definen diversos
fenotipos que permiten la invasion y el dafio de las células del hospedero. Se ha
demostrado que inhibir el SPQ de las bacterias disminuye la virulencia y puede
ayudar a la eliminacion de la infeccion sin someter a las bacterias a una presion de
seleccion, por lo que, no se seleccionarian cepas resistentes. En este trabajo se
evaluo la actividad inhibitoria del SPQ de 9 furanonas (grupos Ay B) y 7 pirrolidonas
(grupo C) en dos cepas de P. aeruginosa PA14 (referencia) e INP64 (aislado clinico
farmaco resistente) midiendo la produccion de piocianina, formacion de biopelicula
y movimiento tipo swarming, ademas, se determind el posible blanco molecular. Los
resultados indican que las furanonas del grupo A disminuyen la produccion de
piocianina, formacion de biopelicula y el movimiento de swarming tanto en la cepa
de referencia PA14 como en el aislado clinico INP64 mientras que solo dos
compuestos de los otros dos grupos B2, B6, C1 y C7 disminuyen la formacion de
biopelicula en solo una de las cepas. Estos hallazgos muestran que las furanonas
del tipo A son inhibidoras de SPQ de P. aeruginosa.



INTRODUCCION.

El aumento de las infecciones causadas por organismos farmaco-resistentes son
un problema de salud publica mundial debido a que tienen mayores tasas de
mortalidad y morbilidad. Por esta razén, la OMS ha solicitado el desarrollo de
nuevos antibidticos o alternativas para el tratamiento de estas bacterias entre las
gue destaca Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria oportunista causa infecciones
nosocomiales y tiene una elevada tasa de resistencia a antibidticos por lo que es
dificil su erradicacion. En México se ha reportado que esta bacteria tiene alta
prevalencia en infecciones nosocomiales y presenta resistencia a 4 de los 6
antibioticos de primera linea (Garza-Gonzalez et al., 2019; Miranda-Novales et al.,
2020).

El desarrollo de nuevos antibiéticos nos daria una solucién temporal debido a que
las bacterias se adaptaran para resistir la presencia de los mismos. Por esta razon,
es importante encontrar nuevas alternativas de tratamiento que no inhiban el
crecimiento bacteriano para evitar la presion de seleccion y la aparicion de
resistencia. Una de estas alternativas son los tratamientos anti-virulencia que
inhiben el sistema de percepcion de quorum (SPQ), responsable de la produccion
o formacion de fenotipos relacionados con la virulencia, sin afectar el crecimiento
bacteriano. Hay varios estudios que demuestran que inhibir el SPQ y disminuir la
virulencia aumenta la sobrevivencia de hospedero y puede ayudar a la eliminaciéon
de la infeccién (Gupta et al., 2015; Wu et al., 2004).

Se ha demostrado ampliamente que la furanona bromada C-30 es capaz de inhibir
el SPQ en P. aeruginosa, sin embargo, algunas cepas no son susceptibles a su
accion y aun se desconocen los mecanismos (Garcia-Contreras et al., 2013). Por
esta razdn, en este trabajo se evaluaron nuevas estructuras de furanonas
agrupadas en tres series (A, By C) sobre el SPQ de dos cepas de P. aeruginosa
PA14 e INP64.

En este trabajo se utilizaron dos cepas de P aeruginosa: la cepa tipo PA14 y un

asilado clinico farmacoresistente INP64. Estas dos cepas fueron crecidas en medio
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LB con la presencia de furanonas (grupos A y B) y pirrolidonas (grupo C). Los
factores de virulencia evaluados fueron la produccion de piocianina, la formacion de
biopelicula y el movimiento tipo swarming. Ademas, se determindé el posible blanco

molecular de los compuestos evaluados mediante la actividad del reportero B-gal.

Los resultados mostraron que las 3 furanonas del grupo A inhiben a una
concentracion de 100 uM los tres factores de virulencia probados, mientras que las
furanonas B2 y B6 disminuyen la formacion de biopelicula en ambas cepas a 500
UM aunque aumentan la produccion de piocianina en la cepa INP64. Por otro lado,
las pirrolidonas C1 y C7 disminuyen la produccion de piocianina en la cepa PA14,
mientras que la C5 disminuye la formacién de biopelicula en ambas cepas a 500
UM. El posible blanco molecular de las furanonas A2 y A3 es RhIR y PgsR, ya que

disminuyen la expresion de los genes rhlA, pgsA y phz.

Las furanonas del grupo A son las mas efectivas en la interrupcion del SPQ de P.
aeruginosa porque disminuyen la produccion de piocianina, formacién de

biopelicula y swarming en la cepa de referencia PA14 y en el aislado clinico INP64.

1. ANTECEDENTES.

1.1 Resistencia a antibidéticos.

Hay dos fenomenos por los cuales una bacteria puede sobrevivir en presencia de
un antibiotico: uno de ellos es la persistencia y otro la resistencia. La persistencia
es un fendmeno que se da cuando algunas bacterias no son susceptibles a los
antibioticos debido a que permanecen en estados metabdlicos muy bajos o inactivos
(dormante). Sin embargo, esas bacterias dormantes no tienen genes de resistencia

por lo que la siguiente generacion no sera resistente (Reygaert, 2018).

En cambio, la resistencia a antibioticos o farmaco-resistencia es la capacidad de un
microorganismo para sobrevivir en presencia de los farmacos utilizados para
eliminarlo, a diferencia de la persistencia, todos los mecanismos de resistencia se
encuentran codificados en genes por lo que la siguiente generacion bacteriana sera

resistente (Figura 1) (Reygaert, 2018).
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Tratamiento Crecimiento

& antimicrobiano post-antimicrobiano
Células resistentes Células resistentes

Células persistentes Células susceptibles

Figura 1. Diferencia entre persistencia y resistencia. La poblacién bacteriana es sometida a
un tratamiento antimicrobiano en A) las células resistentes sobreviven al tratamiento y
heredan esa resistencia a la poblacién nueva, mientras que en B) las células que
sobrevivieron al tratamiento siguen siendo susceptibles. Fuente: (Reygaert, 2018).

La farmaco-resistencia es una amenaza grave a la salud publica debido a que las
infecciones causadas por microorganismos resistentes son mas dificiles de
erradicar y aumentan la probabilidad de muerte del paciente. Ademas, generan
aumento en los costos y estancias hospitalarias (CDC, 2019).

1.2 Resistenciaintrinsecay adquirida.

Las bacterias no responden de manera uniforme a la exposicion de antibiéticos, hay
ciertos grupos bacterianos que pueden presentar resistencia de manera intrinseca

0 adquirirla a través de ciertos procesos (Reygaert, 2018).

La resistencia intrinseca es una caracteristica que esté presente naturalmente en la
bacteria, se expresa independiente a la presencia del antibiotico y no se relaciona
con la transferencia horizontal de genes. Algunos de estos mecanismos son la baja
permeabilidad de la membrana externa y las bombas de eflujo que pueden ser

inducidas por la presencia del antibiético (Pérez-Gracia, 2021).



La resistencia puede ser adquirida a través de mutaciones en el material genético,
asi como, por transferencia horizontal de genes. La transferencia horizontal es el
movimiento de material genético entre organismos y ocurre por tres vias:
transformacion, transduccién y conjugacion (Chavez-Jacobo, 2020). Estos genes
adquiridos después pueden ser heredados a la descendencia por transferencia

vertical (Figura 2).

a) Evolucién vertical b) Evolucién horizontal

Plasmido OYWAA

Conjugacién

Bacteria /‘

Transformacién

Célula
receptora

YA .

Fago VA

\ \x inyectando “—
DNA

Mutacion Transduccién

Figura 2. Vias de adquisiciéon de genes de resistencia bacteriana. En la imagen izquierda
se observa la transferencia vertical de los genes y en la derecha se observan los tres
mecanismos de transferencia horizontal de genes: la conjugacion, transformacion y
transduccién. Las células rojas son donadoras y las células azules receptoras. Fuente
(Chavez-Jacobo, 2020).

1.3 Mecanismos de resistencia bacteriana.

La resistencia bacteriana puede ser natural o adquirida. Hay caracteristicas
intrinsecas de las bacterias que les confieren resistencia natural mientras que hay
caracteristicas que se adquieren de genes exdgenos de resistencia. Los
mecanismos de resistencia bacteriana pueden ser de cuatro tipos: baja
permeabilidad del antibiotico, bombas de eflujo, inactivacién del antibiético y

modificacion del blanco (Figura 3).
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Figura 3. Principales mecanismos de resistencia intrinseca y adquirida. De lado izquierdo
se esquematizan las caracteristicas que presentan las bacterias de forma natural y les
brindan resistencia. De lado derecho se observan los mecanismos adquiridos a través de
ADN exbégeno o mutaciones. Tomada de (Pérez-Gracia, 2021).

1.3.1 Baja permeabilidad del antibiotico.

Los antibioticos deben penetrar al interior de la bacteria para llegar a su blanco y
llevar a cabo su accion (Lambert, 2002). Para poder entrar deben atravesar la
membrana externa de bacterias Gram-negativas o la pared celular de Gram-

positivas.

La membrana externa es una bicapa de fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS) que
actia como barrera selectiva ante la entrada o salida de diversos compuestos, entre
ellos, los antibidticos (Reygaert, 2018). La membrana tiene proteinas que atraviesan
la membrana y actian como canales, llamadas porinas. Estas porinas pueden
limitar la entrada de antibioticos de dos maneras: disminuir la cantidad de porinas o

modificar su selectividad (Pérez-Gracia, 2021).

La pared celular es una capa gruesa compuesta por péptidoglicanos y en algunas
bacterias puede tener estructuras como acidos micélicos que restringen la entrada
a moléculas polares, como los aminoglucdsidos (Lambert, 2002).
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1.3.2 Inactivacion del antibiético.

Las bacterias producen enzimas que hidrolizan o modifican el antibiético como
mecanismo de resistencia. Muchos de los antibiéticos tienen enlaces quimicos que
son faciles de hidrolizar (Pang et al., 2019). Las B-lactamasas son un grupo grande
de enzimas que hidrolizan los B-lactamicos. La tetraciclina también puede ser
hidrolizada debido al gen tetX (Blair et al., 2015).

La modificacion es el resultado de la transferencia de grupos acetil, adenosil o
fosforil a la estructura del antibi6tico, dejandolo inactivo. La acetilacion es el método
mas amplio ya que funciona con varios antibioticos (Blair et al., 2015).

1.3.3 Bombas de eflujo.

Las bombas de eflujo son importantes para la expulsion de sustancias téxicas, pero
pueden transportar gran variedad de compuestos, entre ellos, antibidticos. Estas
bombas se expresan de manera constitutiva, sin embargo, algunas pueden ser
inducidas o sobreexpresadas bajo ciertas condiciones o estimulos (Kumar,
Mukherjee, & Varela, 2013).

Las bombas de eflujo pueden clasificarse por su estructura y fuente de energia en
cinco familias: super familia facilitador principal (MFS), familia de casete de union al
ATP (ABC), familia pequefia de multi farmaco resistencia (SMR), familia de
resistencia-nodulacion-division celular (RND) y familia de extrusiéon de farmacos y
compuestos toxicos (MATE) (Kumar et al., 2013). Sus estructuras se ven en la figura
4.

En bacterias Gram-positivas encontramos bombas de eflujo de las familias MFS y
MATE), mientras que en bacterias Gram-negativas estan presentes miembros de

las cinco familias (Reygaert, 2018).
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Kosmidis 5, 2015

Figura 4. Estructura de las familias de bombas de eflujo. Las familias ABC, MFS, SMR y
MATE son estructuras sencillas que expulsan los compuestos hacia el espacio
peripldsmico, mientras que la familia RND atraviesa la membrana externa y expulsa los
compuestos hacia el espacio extracelular. La familia ABC necesita ATP para el transporte
y las demas familias dependen de la entrada o salida de iones de hidrogeno y sodio. Fuente
(Reygaert, 2018).

1.3.4 Modificacién del blanco.

Las mutaciones en la informacion genética pueden derivar en cambios estructurales
de enzimas o moléculas precursoras y en la sobreexpresion de enzimas evitando la
accion del antibiotico y generando la resistencia bacteriana.

Una estrategia de Gram-positivas para evitar que la penicilina inhiba la sintesis de
pared celular es aumentar el nUmero de proteinas de union a penicilina (PUP,
involucradas en la sintesis de pared celular), por lo tanto, disminuira la cantidad de
PUP unidas a penicilina. Ademas, se ha reportado que las PUP tienen un cambio
en la estructura que puede disminuir o evitar la union del farmaco. Otra estrategia
es cambiar la estructura de los precursores para evitar la acciéon de la vancomicina
o0 cambios en la carga de la membrana para evitar la accion de la daptomicina. La
mayoria de las bacterias Gram-negativas tienen resistencia intrinseca a estos

farmacos debido a que su pared celular es muy delgada (Reygaert, 2009).
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En el caso de sintesis de proteinas, el blanco principal es el ribosoma, por lo que,
se han reportado mutaciones en el ribosoma como metilacion de una subunidad del
ribosoma. En el caso de sintesis de &cidos nucleicos, principalmente ADN, se ha
reportado cambios en la estructura de la ADN girasa en Gram-negativos o en la
topoisomerasa IV en Gram-positivos (Hawkey, 2003; Redgrave et al., 2014). Estos

cambios disminuyen o evitan la union del farmaco.

En el caso de la sintesis del acido folico, la resistencia se debe a mutaciones cerca
del sitio activo de las enzimas DHPS y DHFR y su sobreproduccién. Estas

mutaciones evitan la unién del farmaco (Reygaert, 2018).
1.4Clasificacién de la resistencia.

Las bacterias se clasifican en tres categorias dependiendo de su nivel de
resistencia: multi farmaco resistentes (MFR) que son resistentes a uno o varios
farmacos en tres 0 mas categorias, las extensivamente farmaco-resistentes (XFR)
solo permanecen susceptibles a una o dos categorias de farmacos y las pan-
farmaco resistentes (PFR) que son resistentes a todos los farmacos de todas las

categorias (Magiorakos et al., 2012).

En la tabla 1 se muestra la distribucién de las diferentes categorias de resistencia
en bacterias Gram-negativas aisladas en México. Se observa que Acinetobacter
baumanniy P. aeruginosa son las que presentan el mayor numero de cepas XFR 'y
potenciales PFR (Garza-Gonzalez et al., 2019) (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de bacterias Gram-negativas de acuerdo con sus niveles de
resistencia. Datos traducidos de (Garza-Gonzélez et al., 2019).

Microorganismo (n) MFR Posibles XFR XFR verdaderos | Posibles PFR
n (%) n (%) n (%) n (%)
Acinetobacter sp (861) 459 (53) 372 (43.2) 76 (8.8) 334 (38.8)
Kleibsella sp. (3334) 752 (22.6) ND ND ND
E. coli (11676) 2261 (19.4) 942 (8.1) 0(0) 5(0.04)
Enterobacter sp (1334) 159 (11.9) ND ND ND
P. aeruginosa (1995) 175 (8.8) 165 (8.3) 3(0.2) 87 (4.4)

ND: Sin datos. Solo se incluyeron las especies en las cuales el cdlculo fue posible de acuerdo con

la informacién disponible.
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1.5Uso de farmacos en la agricultura 'y ganaderia

Los antibidticos también son usados para el tratamiento de las infecciones en la
ganaderia y la agricultura. Los animales consumen antibiéticos para el tratamiento
de infecciones, pero también se han empleado dosis subterapéuticas como
promotores del crecimiento, principalmente en aves y cerdos. Las dosis empleadas,
los tiempos prolongados de exposicion y la recirculacion de los antibidticos en el
medio ambiente podrian inducir la seleccion de cepas resistentes, ademas, se
pueden liberar las bacterias resistentes que sobrevivieran en el tracto digestivo
(Suay-Garcia et al., 2019). En el 2007 la Ley Federal de salud animal indico que era
obligatorio usar una prescripcion para usar antibiéticos en la alimentaciéon animal

con el fin de reducir su consumo (Maron, Smith, & Nachman, 2013).

En la agricultura, los antibiéticos son usados para el control de enfermedades y
plagas. Aunque el porcentaje de antibiético usado en la agricultura es minimo
(0.12%) el problema es que se dispersa en el suelo y en el agua donde promueve
la aparicion de resistencia. En México, la oxitetraciclina, la estreptomicina y la
gentamicina son usadas para controlar infecciones en cultivos de peras, duraznos

y manzanas (Amabile-Cuevas, 2021).

El uso indiscriminado de antibidticos en estas areas ha provocado la diseminacion
de genes de resistencia en el suelo y fuentes de agua, ademas de que pueden ser
absorbidos por las frutas, las verduras y la carne de los animales (Pérez-Gracia,
2021). A mediados de los noventa se establecio la relacion entre el aumento de la
resistencia en patdgenos humanos con el uso de antibiéticos como promotores de
crecimiento en la ganaderia, por esta razon, la Union Europea (UE) prohibio este
uso desde el afio 2006 y en Estados Unidos (EE. UU.) desde el 2017. Actualmente
el consumo de antibitticos en la medicina veterinaria es tres veces mayor que en la

humana contribuyendo a la seleccién de cepas resistentes (Pérez-Gracia, 2021).
1.6 Panorama mundial sobre farmaco-resistencia.

Segun un estudio publicado en 2016, se estima que para 2050 las infecciones por

bacterias multifarmaco resistentes seran la causa nimero uno de muertes a nivel
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mundial (Figura 5) (O"Neill, 2016). En un estudio reciente se estima que en el afio
2019 murieron 1.27 millones de personas debido a la multiresistencia bacteriana.
Escherichia coli es el patdgeno que mas muertes causo (Murray et al., 2022). La
region méas afectada es Africa sub-sahariana occidental donde se observa la mayor
carga de muertes (Figura 6). En Estados Unidos se infectan 2.8 millones de
personas con organismos farmacorresistentes cada afio y mas de 3500 personas
mueren a causa de estas infecciones (CDC, 2019).

Resistencia a
antibidticos en el 2050

10 millones
Tétanos
60 000
Accidentes
de transito Céancer
1.2 millones \ 8.2 millones
1 \\\
' Resistencia
| actualmente
% subestimado
L, 700 000 ,
Sarampién __ Célera
130 000 100 000-120 000
Enfermedad
diarreica Diabetes
1.4 millones 1.5 millones

Figura 5. Estimacion de muertes asociadas a la resistencia a antibi6ticos para el afio
2050. En el afio 2050 se estima que las infecciones causadas por organismos resistentes
a los antibioticos seran la primera causa de muerte. Fuente (O"Neill, 2016).

En América Latina observamos que el 24.1% de las enterobacterias aisladas son
productoras de beta lactamasas de amplio espectro (ESBL, por sus siglas en
inglés), mientras que el 34% de las cepas de P. aeruginosa son MFR. A pesar de
esto, algunas de estas bacterias son susceptibles a ceftazidima/avibactam (Stone
& Ponce-De-Leon, 2020). En casos especificos la resistencia a colistina podria ser
mayor (26.5%), tal es el caso de cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes

pediatricos con fibrosis quistica (Amabile-Cuevas, 2021).
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Figura 6. Distribucion estimada de las muertes asociadas a la resistencia a antimicrobianos.
Se observa que en Asia y en Africa habra mayor carga de muertes. Fuente (O.Neill, 2016).

En el 2017, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) public6 un listado (Tabla 2)
de las bacterias para las cuales es importante la creacion de nuevos antibioticos
debido a su alto perfil de resistencia y prevalencia en ambientes hospitalarios entre
las que se encuentran A. baumanii, P. aeruginosa, E. coli, Kleibsella pneumoniae,

entre otras (Tacconelli et al., 2018).

Tabla 2. Listado de los patdgenos prioritarios para el desarrollo de nuevos antibiéticos.
Datos de la OMS.

Prioridad 1; CRITICA

» Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
» Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos
+ Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL

Prioridad 2: ELEVADA

» Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

« Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia a la
vancomicina

 Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina

« Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas

« Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas

* Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas

i' Prioridad 3: MEDIA

« Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
« Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
 Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas
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1.7Panorama de la farmaco-resistencia en México.

En México, se calcula que 450.000 casos de infecciones nosocomiales causan 32
muertes por cada 100.000 habitantes por afio (OMS, 2020). Se ha reportado una
mayor farmacorresistencia en bacterias Gram-negativas principalmente en las
enterobacterias E. coli y K. pneumoniae (Garza-Gonzalez et al., 2019; Miranda-
Estrada etal., 2017; Miranda-Novales et al., 2020; Molina-Lépez et al., 2011;
Paniagua-Contreras et al., 2017; Sierra-Diaz et al., 2019).

Se ha reportado que en E. coli hay una mayor resistencia a la ampicilina (mayor a
80%), las cefalosporinas de 32 y 42 generacién (mayor al 50%) junto con el farmaco
trimetoprim-sulfametoxasol (60%) (Garza-Gonzalez et al., 2019; Miranda-Estrada
etal.,, 2017; M. G. Miranda-Novales et al.,, 2020; Molina-Lopez etal., 2011;
Paniagua-Contreras et al., 2017; Sierra-Diaz et al., 2019). En cepas aisladas de
infecciones urinarias, las mayores tasas de resistencia fueron hacia el
ciprofloxacino, la ampicilina/sulbactam y trimetoprima/sulfametoxazol (mayor al
50%) (Miranda-Novales et al., 2022). En K. pneumoniae se observan perfiles de
resistencia mayores al 50% hacia la ampicilina, ampicilina-sulbactam, las
cefalosporinas de 32 y 42 generacion y al aztreonam. También presenta resistencia
(12.5%) al carbapenem (Garza-Gonzélez et al., 2019; Miranda-Novales et al.,
2020). La susceptibilidad hacia penicilina, amoxicilina/acido clavulanico vy
eritromicina de Streptococcus pneumoniae ha disminuido del afio 2014-2017
(Torumkuney et al., 2022).

En P. aeruginosa se reportd una mayor resistencia a los carbapenémicos (33%-
72%), a las fluoroquinolonas (mayor al 80%), piperalicina-tazobactam (19.1%),
amikacina (mayor a 22%), a las cefalosporinas de 3° generacion (mayor al 68%)
(Garza-Gonzélez et al., 2019; PUCRA, 2019; Sierra-Diaz et al., 2019). Ademas, se
ha reportado que esta bacteria presenta resistencia a 4 de 6 antibiéticos de primera
linea (Tabla 3) (Miranda-Novales et al., 2020). Las cepas de P. aeruginosa que se
han encontrado en muestras de orina el 22% son multi-farmaco resistentes (MFR)
(Chavolla-Canal, Gonzalez-Mercado, & Ruiz-Larios, 2016) y también son las que
muestran un mayor perfil de resistencia a los antibiéticos (Sierra-Diaz et al., 2019).
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Tabla 3. Perfil de resistencia a antibioticos de P. aeruginosa. Datos tomados de (Miranda
Noveles et al., 2019).

Pseudomonas aeruginosa N=586
Antimicrobiano Numero de cepas . . Valores maximos
. Porcentaje medio L
resistentes y minimos %
Ampicilina-sulbactam NA

Cefepima 167 22 1-77
Ceftazidima 193 24 1-48
Meropenem 210 30 3-100
Piperalicina-tazobactam 176 22 2-63
Amikacina 146 15 0-82
Ciprofloxacino 158 18 1-82

Como se habia mencionado anteriormente P. aeruginosa es uno de los patdogenos
oportunistas mas comunes en hospitales que puede causar una gran variedad de
infecciones agudas y crénicas con altas tasas de morbilidad y mortalidad. Ademas,
sus altas tasas de resistencia a antibioticos la posicionan como una bacteria

prioritaria para buscar nuevos tratamientos (Tacconelli et al., 2018).
1.8. Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa fue descrita en 1872 por Schroeter con el nombre de Bacillum
aeruginosum, posteriormente Migula en 1900 la reasigna a su actual nombre. El
vocablo aeruginosa hace referencia al color azul verdoso que presentan sus

colonias (Peix at al., 2018). Su clasificacién taxon6mica se encuentra en la figura 7.

Filo: Proteobacteria
Clase: y-proteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Especie: Pseudomonas aeruginosa

Figura 7. Clasificacion taxonémica e imagen de P. aeruginosa. Imagen de (CDC, 2019).
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P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa no fermentativa, productora de
amonio, lactasa e indol negativa, catalasa y oxidasa positiva, mesdfila (entre 4 y
42°C) y principalmente aerébica, aunque es posible su crecimiento en condiciones
anaerobicas (Tummler et al., 2014). Tiene forma de bacilo que mide 0.5-0.8 um de
didmetro y 1.5-3.0 um de largo con un flagelo que le da movilidad y le permite
colonizar diferentes superficies. Las colonias formadas por esta bacteria son

mucosas con bordes irregulares de 1 a 3 mm de diametro (Palleroni, 2015).

P. aeruginosa tiene una gran capacidad y versatilidad metabdlica por lo tanto es
posible encontrarla en ambientes terrestres o acuaticos, superficies de animales e
incluso en superficies inertes como dispositivos médicos (Voor in ‘t Holt, Severin,
Lesaffre, & Vos, 2014). Ademas de ser patdgeno oportunista de organismos
variados tales como insectos, peces, hematodos, plantas y mamiferos, incluyendo
al hombre (Klockgether & Tummler, 2017). En ambientes hospitalarios es un agente
causal de infecciones nosocomiales principalmente en las unidades de cuidado

intensivo (Tummler et al., 2014).

El genoma completo de esta bacteria fue publicado en el afio 2000 (Stover et al.,
2000). La cepa de referencia PAO1 posee un genoma de 6.3 Mpb (mega pares de
bases) con 5,688 genes anotados, 63 tRNA, 12 rRNA y 43 ncRNA (Figura 8). Se
calcula que tiene una proporcion mas alta de genes involucrados en la regulacién
(8.4%) en comparacion a otros genomas, igualmente, tiene una mayor proporcion
de sistemas de dos componentes probables con 55 sensores, 89 reguladores y 14
hibridos, lo que le permite adaptarse a los cambios en el entorno (Stover et al.,
2000).

La gran cantidad de reguladores y sistemas de dos componentes, le dan a P.
aeruginosa una gran resistencia y versatilidad metabdlica que le permiten sobrevivir
y adaptarse como patdgeno. Esta bacteria puede formar biopeliculas y producir una

gran cantidad de compuestos conocidos como factores de virulencia.
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P, aeruginosa

6,264,403 bp

Figura 8. Representacion circular del genoma de P. aeruginosa. El circulo externo indica la
localizacion cromosomal en pares de bases. Fuente (Stover et al., 2000).

1.9. Factores de virulencia.

Los factores de virulencia son proteinas o compuestos que matan a las células del
hospedero para poder establecer una infeccion y proporcionan varios métodos para
la evasion del sistema inmune (Balasubramanian et al., 2013). Algunos de ellos son

los siguientes.
1.9.1. Lipopolisacaridos.

El lipopolisacérido (LPS) es un componente de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas. Esta formado principalmente de dos partes: el lipido Ay
un nucleo de oligosacéridos, en algunos puede estar presente una region llamada
antigeno O (Figura 9). EI LPS juega un papel importante en la adhesion a las células
del hospedero y el lipido A estimula la respuesta inflamatoria del sistema inmune

generando un choque séptico que puede ser mortal (Khalifa et al., 2011).
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Figura 9. Estructura de la pared celular de bacterias Gram-negativas y del LPS. En el panel
A se observa la estructura compleja de la pared celular de una bacteria Gram-negativa
compuesta por dos membranas y una capa delgada de peptidoglucano, asi como los LPS
presentes en la membrana externa. En el panel B se esquematiza la estructura del LPS
formada por un lipido y un polisacarido. Fuente: pagina web (LabsterTheory, s/f).

1.9.2. Alginato.

El alginato es un polisacarido de carga negativa formado por el acido B-D
manuronico y el acido L-guluronico (Figura 10) (Fata et al., 2015). Este polisacarido
protege a la bacteria de la accion de macréfagos y citocinas, promueve la
inflamacion cronica y es uno de los principales constituyentes de las biopeliculas
(Leid et al., 2005). Los genes que codifican para las enzimas involucradas en la

biosintesis del alginato estan agrupados en un operon (Fata et al., 2015)

OH
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Figura 10. Estructura del alginato. Fuente (McMurry, 2004).
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1.9.3. Elastasa (LasB).

La elastasa B es una metaloproteasa codificada por el gen lasB y tiene un peso
molecular de 33 KDa. Sin embargo, la actividad de elastasa resulta de la
cooperaciéon de LasB con LasA, otra proteasa que corta la elastina debilitando su
estructura y favoreciendo la accién de LasB.

Esta enzima puede romper las fibras de elastina de alveolos y tejido vascular asi
como el colageno tipo Ill y IV, la colectina, la fibronectina, la laminina y la fibrina
(Cigana et al., 2021; Khalifa et al., 2011). Ademas, es capaz de interferir con la
respuesta inmune ya que degrada algunas moléculas como las inmuglobulinas
(IgG), el interferon gama (IFN-y), las interleucinas 2 y 8 (IL-2 e IL-8), el factor alfa
de necrosis tumoral (TNF-a) y la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1)
(Khalifa et al., 2011).

La elastasa (LasB) puede romper la trombina humana generando pequefio péptidos
gue se unen a los LPS y evitan la respuesta pro-inflamatoria (Van Der Plas et al.,
2016). Otros estudios demuestran que LasB junto a la proteasa alcalina evitan que
la flagelina sea reconocida por el sistema inmune (Casilag et al., 2015). Al mismo
tiempo esta enzima esta involucrada en la formacién de biopelicula (Galdino et al.,
2019).

1.9.4. Proteasa alcalina.

La proteasa alcalina es una metaloproteasa de zinc codificada por el gen aprA
sintetizada en la fase estacionaria temprana (Lazdunski et al., 1990). La proteina
pesa 50 KDa y es secretada a través del sistema de secrecion tipo | (Galdino et al.,
2019).

Esta enzima puede romper proteinas componentes de la lamina basal y el endotelio
como la fibronectina y la laminina. También es importante en la evasion del sistema
inmune porgue degrada proteinas del complemento y algunas citocinas como la IL-
6, el IFN-y y el TNF-q; bloquea la quimiotaxis y la fagocitosis de neutréfilos. Ademas,

evita la deteccion del sistema inmune inhibiendo el reconocimiento de la flagelina

25



por el receptor TLR5 y permite que P. aeruginosa crezca en ambientes con
limitacion de hierro debido a que rompe la transferrina y libera hierro en el

microambiente (Galdino et al., 2019).
1.9.5. Pioverdina.

P. aeruginosa produce varios pigmentos, los mas conocidos y estudiados son la
pioverdina y la piocinanina. La pioverdina es un sider6foro fluorescente que es
producido en ambientes con baja concentracion de hierro para favorecer la
acumulacion, la movilizacion y el transporte de este metal hacia el interior de la
bacteria (Figura 11) (Dell’Anno et al., 2022; Ringel & Bruser, 2018). La pioverdina
esta formada de tres partes: un péptido especifico, un cromoforo conservado 2, 3-
diamino-6, 7-hidroxiquinolina y una cadena acilada lateral unida al cromoforo que

puede ser malato, succinato (Ringel & Bruser, 2018).

OH HO

Figura 11. Estructura de la pioverdina. Fuente (Dell’Anno et al., 2022).

La sintesis de pioverdina se lleva a cabo en una estructura llamada siderosoma
donde las sintetasas de péptidos no ribosomales (SPNR) PvdL, PvDI y PvdD se
acoplan con las enzimas PvdH, PvdA y PvdF, MbtH, PvdG. La apopioverdina
acilada es transportada hacia el periplasma por pvdE (un sistema de transporte tipo
ABC). En el periplasma la apopioverdina es desacetilada por PvdQ y modificada por
PvdP y PvdO y PtaA. Las pioverdinas son secretadas por transportadores PvdRT-
OmpQ (Ringel & Briser, 2018).
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Ademas de jugar un papel importante como sideroéforo, la produccién de pioverdina
esta relacionada con la formacion de biopelicula. En pacientes con fibrosis quistica
se observo que las pioverdinas pueden inhibir el crecimiento del hongo Aspergillus

fumigatus, lo cual le da una ventaja competitiva (Dell’Anno et al., 2022).

La pioverdina esta relacionada con la resistencia a antibiéticos y favorece la
produccion de la exotoxina A y la proteasa PrpL. Ademas, debido a su capacidad
para captar hierro puede provocar dafio a la mitocondria comprometiendo su funcion
(Dell’Anno et al., 2022).

1.9.6. Piocianina.

La piocianina es un pigmento de la clase fenazinas (Figura 12) que es producido y
secretado por P. aeruginosa a través del sistema de secrecion tipo Il y su presencia
en heridas, esputo, orina y secreciones de pacientes infectados nos podria
evidenciar su papel en la patologia de las infecciones por esta bacteria (Hall et al.,
2016). Esta compuesta por 2 subunidades de N-metil-1-hidroxifeazina y las enzimas

involucradas en su sintesis se codifican en el operén phz.

O

Figura 12. Estructura de la piocianina. Basada en (Nadal Jimenez et al., 2012).

La sintesis de fenazinas comparte la ruta con el &cido shikimico. Las enzimas de la
ruta metabodlica son PhzC, D, E, F, G, M y S (Jayaseelan et al, 2014). PhzM
transfiere un grupo metilo a la fenazina-1-acido carboxilico, posteriormente PhzS
descarboxila la molécula 5-metilfenazina-1-acido carboxilico convirtiéndola en

piocianina (Jayaseelan et al., 2014).
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La piocianina induce estrés oxidativo debido a que es capaz de generar especies
reactivas de oxigeno (ERO) como superoéxido y peroxido de hidrogeno. Estas ERO
causan dafio oxidativo dentro de la célula e incluso pueden dafiar al DNA (Reszka
et al., 2004). Ademas, contribuye a la formaciéon de biopelicula debido a la lisis
celular que provoca el estrés oxidativo y la liberacion de DNA extracelular (Das &
Manefield, 2012).

También se ha demostrado que la piocianina reduce la respuesta inmune ya que
inhibe a la IL-2 y disminuye la produccion de inmunoglobulinas, linfocitos vy
neutrofilos. Por otro lado, aumenta los niveles de interleucina 8 (IL-8), IL-1y el factor

de necrosis tumoral (TNF) a través de la activacion por LPS (Hall et al., 2016).
1.9.7. Acido cianhidrico (HCN).

El HCN o cianuro inhibe el complejo IV de la cadena respiratoria por lo que puede
ser un veneno letal para los humanos. Sin embargo, P. aeruginosa es resistente a
este veneno debido a la enzima rondanasa, la cual es capaz de convertir el cianuro

a tiocianato (Broderick et al., 2008).

El HCN se ha encontrado en esputos de pacientes con fibrosis quistica infectados
con P. aeruginosa. La presencia del acido cianhidrico se correlacion6 con una
funcién deficiente de los pulmones de los pacientes (Ryall et al., 2008). Ademas,
recientemente se ha demostrado que el HCN le da ventaja a P. aeruginosa en un
ambiente polimicrobiano, ya que puede controlar a la poblacién de S. aureus en el

contexto de infeccion (Sylvie et al., 2022).

En P. aeruginosa la enzima involucrada en la produccion del HCN es codificada en
los genes hcnABC. La HCN sintasa descarboxila la glicina produciendo HCN, cuatro

electrones y cuatro hidroégenos (Lenney & Gilchrist, 2011).
1.9.8. Ramnolipidos (RL).

Los ramnolipidos son moléculas anfifilicas que estan formadas por una cadena

lipidica y un azucar en el otro extremo. Son moléculas surfactantes que solubilizan
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las moléculas hidréfobas, por lo tanto, le permite utilizar alcanos como fuentes de

carbono (Soberdon-Chavez et al., 2005).

P. aeruginosa produce dos formas de ramolipidos, los mono-ramnolipidos y los di-
ramnolipidos (Figura 13). Los RL estan formados por un dimero de acido graso
unido a un residuo mono o di-ramnosa por medio de un enlace B-glucosidico
(Soberdon-Chavez et al., 2005). La biosintesis de RL es catalizada principalmente
por dos enzimas Rtl y Rt2 que de manera secuencial transfieren grupos ramnosil
al B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato o al mono-ramnolipido. Rtl es una enzima
transmembranal compuesta por dos polipéptidos, RhIA esta en la membrana interna
y RhIB es la unidad catalitica que se encuentra en el periplasma. Rt2 es codificada
por el gen rhiC (Maier & Soberén-Chavez, 2000).
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OH o O CH— CH2— COOH CHs ((‘3H3)6
a) CH3 (CH3)s OH HO CH
o) 3
‘ b) 0
HO Ho o

Figura 13. Estructura quimica de los ramnolipidos. En P. aeruginosa se producen dos
tipos: a) mono-ramnolipidos y b) di-ramnolipidos. Fuente (Jiménez-Islas et al., 2010).

Los ramnolipidos actian como hemolisinas y pueden interferir con la barrera
epitelial para que P. aeruginosa se instale e invada en tejido pulmonar. Ademas,
pueden alterar el transporte mucociliar, los movimientos del epitelio respiratorio e
inhibir la fagocitosis (Khalifa et al., 2011). Los ramnolipidos estan involucrados en el
movimiento tipo swarming, la formacion y la separacion de la biopelicula (Boles et
al., 2005; Caiazza et al., 2005).

1.10. Biopelicula en P. aeruginosa.

En P. aeruginosa se pueden encontrar dos estilos de vida: células planctonicas que

crecen de manera individual y encontradas en medios liquidos, sin embargo, en el
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crecimiento en superficies las células se agrupan dentro de una matriz de
exopolisacaridos conocida como biopelicula (Filloux & Vallet, 2003; Tuon et al.,
2022).

La biopelicula mantiene a la comunidad bacteriana unida protegiéndola de los
agentes externos, por lo que, esta estructura le confiere una ventaja adaptativa
(Ellen & O’'Toole, 2000). La matriz de la biopelicula estd compuesta por proteinas,
lipidos, exopolisacaridos (alginato), ADN extracelular, ARN y agua (Wei & Ma,
2013). Las biopeliculas pueden desarrollarse en superficies bidticas y abibticas

(equipo médico) durante cinco etapas (Figura 14) (Moreau-Marquis et al., 2010).

1) Adhesién reversible a una superficie. Las bacterias plancténicas se adhieren
a una superficie mediante flagelos o pilli tipo 1V. EI movimiento restringido del
flagelo modula la biosintesis de exopolisacaridos (Hickman y Harwood,
2008). Se ha reportado que las respuestas y la formacion de biopelicula son
especificas del material a adherirse (Guilbaud et al., 2017).

2) Cambio al estado de fijaciéon irreversible. Las bacterias se agregan y se
encapsulan en una matriz de exopolisacéridos.

3) Formacion de microcolonias. Propagacion de las bacterias en microcolonias.

4) Maduracion. Las microcolonias se desarrollan en estructuras en tercera
dimension parecidas a hongos.

5) Liberacién de bacterias planctonicas. En el centro de las microcolonias se
abre una cavidad para la liberacién de bacterias que pueden colonizar otros

espacios (Ma et al., 2009).

Las bacterias dentro de la biopelicula son fenotipicamente diferentes a las
planctonicas, algunas de estas diferencias son cambios en motilidad, en la
produccion de exopolisacéaridos y son de 10-1000 veces mas resistentes a los
antibioticos (Spoering & Lewis, 2001). Incluso se ha observado que las bacterias
dentro de la biopelicula son heterogéneas, es decir, muestran expresion diferencial
de fenotipos y actividad metabdlica de acuerdo con los gradientes de oxigeno,

nutrientes y pH que se generan dentro de la biopelicula (Stewart & Franklin, 2008).
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Figura 14. Etapas de la formacion de la biopelicula en P. aeruginosa. En la imagen se
observa como las bacterias plancténicas se adhieren a una superficie y empiezan a
sintetizar polisacaridos para mantenerse unidas. Posteriormente comienzan a crecer
formando pequeiias colonias hasta que maduran en estructuras en forma de seta. De esa
biopelicula se liberan bacterias planctonicas y se dispersan. Fuente (Thi et al., 2020).

1.11. Movimiento tipo enjambre (swarming).

El movimiento tipo enjambre es una adaptacion para la translocacion de superficies
(Figura 15). Es un movimiento rapido, comunitario y coordinado a través de una
superficie sélida o semisélida que depende de la densidad bacteriana, la cantidad
de nutrientes, la humedad y viscosidad de la superficie (Coleman et al., 2020;
Overhage et al., 2008).

Las bacterias dentro del enjambre sufren cambios fisicos como la elongacion celular
y el aumento de la cantidad de flagelos. Ademas, se observan cambios metabdlicos
y de expresidn genética como la sobreexpresion de genes del sistema de secrecion
tipo Il y factores de virulencia como proteasas, piocianina y sideroforos. Las
bacterias dentro del enjambre son més resistentes a antibioticos (Overhage et al.,
2008).
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Figura 15. Movimiento tipo swarming en P. aeruginosa. La imagen muestra la zona de
expansion dejada por P. aeruginosa después de 18 h de cultivo. Imagen propia

Este movimiento se caracteriza por una colonia en forma de dendrita, para realizarlo
se necesitan una célula elongada, una gran cantidad de flagelos y la produccién de
ramnolipidos. Se ha encontrado una relacion inversa entre el swarming y la
formacion de biopelicula, lo que muestra las diferentes adaptaciones entre una

infeccion aguda y el establecimiento de una crénica (Coleman et al., 2020)
1.12. Sistema de secrecion tipo Il (SST3).

Entre todos los mecanismos de virulencia para establecer infeccion, los sistemas de
secrecion y transporte de proteinas efectoras son importantes. En P. aeruginosa se
han reportado varios de estos sistemas y uno de los mas importantes es el sistema
de secrecion tipo Il (SST3) (Horna & Ruiz, 2021) (Figura 16).

El SST3 es importante para la colonizacion, la sobrevivencia y la replicacion de la
bacteria en el hospedero. Su principal funcion es inyectar las proteinas efectoras en
el hospedero que son importantes en la patogénesis interfiriendo el sistema inmune,
alterando el citoesqueleto y vias de transduccién (Horna & Ruiz, 2021). La presencia
del SST3 en infecciones se ha relacionado con una mayor persistencia de la carga

bacteriana y recaidas que incrementan las tasas de mortalidad en los pacientes.
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Figura 16. Estructura del SST3 de P. aeruginosa. En la parte de arriba se muestran los
genes necesarios para la expresion de la jeringa (SST3) y los efectores. La jeringa esta
formada por una aguja y un aparato de translocacion, el que se une a la membrana de la
célula huésped para secretar los efectores dentro de la célula. Fuente (Horna & Ruiz, 2021).

El SST3 es una estructura en forma de jeringa compuesta por cinco partes: aguja,
aparato de translocacién, sistema de regulacién, chaperonas y efectores. En su
expresion estan involucrados 36 genes estructurales y regulatorios agrupados en 5
operones mientras que los genes efectores y chaperonas estan dispersos en el
genoma. Se ha sugerido que la funcion original de este sistema era la defensa

contra los depredadores (Hauser, 2009).

La aguja es una estructura que empieza en el citoplasma de la bacteria y alcanza
las células hospederas vecinas, su funcion es transportar las proteinas del citosol al
ambiente extracelular atravesando las membranas y el peptidoglicano (Hauser,
20009).

El aparato de translocacion es un poro responsable de la inyeccidén de efectores en
las células hospederas. La presencia de poros en la membrana de las células
hospederas puede causar la muerte de la célula debido a que incrementa la

permeabilidad generando choque osmotico (Dacheux et al., 2001)
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El sistema de regulacion es un complejo de 25 genes involucrados en los procesos
regulatorios del SST3. La transcripcion de los componentes induce la activacion de
la secrecidon asegurando que los componentes estén disponibles cuando sean
necesitados. El principio de la secrecién esta poco estudiado, pero se sabe que la

sefal es el contacto con las células del hospedero (Hauser, 2009).

Las chaperonas son proteinas pequefias que interactian con los efectores y
algunos otros componentes del SST3 evitando las interacciones inespecificas o
prematuras y aseguran el desdoblamiento de los efectores indispensable para la
secrecion. Se clasifican en 3 clases: las de clase | interactian con los efectores, las
de clase Il interactian con el aparato translocador y las de clase Il interactian con
proteinas estructurales exportadoras (Galle et al., 2013; Hauser, 2009)

En P. aeruginosa se conocen 4 efectores principales: ExoS. ExoT, ExoU y ExoY,
sin embargo, recientemente se han reportado dos nuevos efectores PemA y PemB.
Los efectores ExoT y ExoY son los que se encuentran con mayor frecuencia (90-
100%), mientras que ExoS es encontrado en el 52-78% y ExoU en el 25-52% de los
aislados de infecciones agudas (Horna & Ruiz, 2021; Hauser, 2009). La presencia
d efectores no es uniforme, pero se ha encontrado que ExoS y ExoU son
mutuamente exclusivas, por lo que su presencia puede relacionarse a dos fenotipos

diferentes: invasivo y citotéxico, respectivamente (Horna & Ruiz, 2021).

ExoS es una proteina con dos funciones: la region N-terminal es una region
activadora de GTPasa y la regiébn C-terminal tiene actividad de ADP ribosil
transferasa (ADPRT). La presencia de la region N-terminal causa apoptosis
(Kaminski et al., 2018). La activacion de GTPasas genera rompimiento del
citoesqueleto de actina, mientras que la actividad de ADPRT inhibe la sintesis de
ADN vy trafico vesicular generando apoptosis (Hauser, 2009). Ademas, este efector
interfiere la fagocitosis, permitiendo que la bacteria sobreviva dentro del hospedero
(Rangel et al., 2014)

ExoT comparte un grado de identidad en aminoécidos del 76% con ExoS. Debido a

su alto nivel de identidad, tiene propiedades similares y, por lo tanto, los mismos
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mecanismos de accion, sin embargo, su capacidad de inducir muerte celular es mas
lenta que la de ExoS. Se ha reportado que ExoT provoca la fosforilaciénde p38(3 y
las cinasas Jun N-terminal (JNK), las cuales desestabilizan los sitios de adhesion
focal (Barbieri & Sun, 2005).

ExoU es una fosfolipasa que puede interactuar con varios sustratos y tiene una gran
actividad citotdxica que resulta en un rapido efecto necrético. Para activarse este
efector requiere de la presencia de ubiquitinas y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (Tyson
& Hauser, 2013). Se ha encontrado que la prevalencia de este efector es mayor en
las cepas aisladas de quemaduras o unidades de cuidados intensivos (UCI) o en
casos de otitis media (Bradbury et al., 2010; Park et al., 2017) y en México se reportd
gue se encuentra en el 90% de los aislados clinicos (Morales-Espinosa et al., 2017).

Las cepas con este efector (ExoU*) suelen ser mas resistentes a antibioticos.

ExoY es una nucleotidil ciclasa que promueve el incremento de cAMP, cGMP y
cUMP, lo que genera el rompimiento de los microtdbulos (Morrow et al., 2017). Este
efector necesita la f-actina para estimular su actividad que puede ser diferente
dependiendo de la linea celular (Morrow et al., 2015). ExoY juega un papel directo
en la evasion del sistema inmune ya que suprime la activacion de la cinasa 1
activada por TGF-B (He et al., 2017).

Como se ha mencionado anteriormente las bacterias realizan procesos necesarios
para su sobrevivencia o adaptacién tales como: formacion de biopeliculas,
produccion y secrecion de diversos compuestos, esporulacion, entre otros. Muchos
de estos procesos son resultado de un comportamiento social, el cual esta regulado

por un sistema conocido como percepcion de quorum (Ng & Bassler, 2009).
1.13. Sistema de percepcion de quorum (SPQ).

El sistema de percepciéon de quorum (SPQ) o también conocido como “quorum
sensing” es una via a través de la cual las bacterias se comunican y regulan su
expresion genética en respuesta a la composicion de su comunidad y la densidad

poblacional (Ng & Bassler, 2009). Es una respuesta adaptativa que permite
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responder ante nuevos ambientes y por lo tanto es importante en la sobrevivencia

y patogénesis en un nicho ecoldgico concreto (Smith & Iglewski, 2003).

En bacterias Gram-negativas los autoinductores son moléculas que pueden
atravesar libremente la membrana y la respuesta se da por un regulador ubicado en
el citoplasma. En bacterias Gram-positivas los autoinductores son oligopéptidos que
necesitan un transportador para ser excretados al medio. La respuesta se produce
por un sistema de dos componentes donde hay un receptor externo tipo cinasa y
factores de transcripcion citoplasmicos que modifican la expresion genética (Figura
17) (Ng & Bassler, 2009).
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Figura 17. Modelo de los SPQ de bacterias. En la mayoria de las bacterias Gram-negativas
(A) el autoinductor (rojo) es secretado al exterior de la bacteria, después por transporte
pasivo o activo entra al citoplasma para unirse al receptor (LuxR) que cambia de
conformacion y regula la transcripcion. Sin embargo, en la mayoria de bacterias Gram-
positivas (B) el autoinductor (péptido) es secretado al exterior por un transportador y
reconocido por un sistema de dos componentes que activan al regulador transcripcional y
modifican la expresién de genes. Fuente (Ng & Bassler, 2009).

El SPQ se descubrio en Allivibrio fischeri y Vibrio harveyi, dos bacterias marinas que
producen bioluminiscencia (Hastings & Nealson, 1977; Nealson & Hastings, 1979).
Se observl que en altas concentraciones las bacterias producen luz debido a la
accion de la luciferasa, una enzima que es producida debido a la acumulacién de
una molécula autoinductora (Nealson & Hastings, 1979). A este fenbmeno se le
asigné el nombre de sistema de percepcién de quorum (SPQ) o “quorum sensing”
tipo lux (Fuqua et al., 1994).
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El SPQ tipo lux esta formado por 3 componentes: un autoinductor, una proteina que
sintetiza el autoinductor (Luxl) y una proteina que se une al autoinductor e inicia la
transcripcion (LuxR) (Papenfort & Bassler, 2016). En bacterias Gram-negativas se
han encontrado homélogos al sistema lux y generalmente funcionan de la misma

manera.

1) Un autoinductor, una molécula de bajo peso molecular que es sintetizada de
manera basal por Luxl y secretada al exterior por medio de transporte activo
0 pasivo.

2) Al aumentar la densidad poblacional, la concentracion de autoinductores en
el ambiente incrementa llegando a un umbral necesario para su reingreso al
citoplasma y reconocimiento por el receptor LuxR.

3) Lux R se une al autoinductor, cambia su conformacion e inicia la sefializaciéon
para inducir la expresion de diversos genes.

4) Uno de los genes inducidos es Luxl, promoviendo la sintesis de autoinductor
y por lo tanto la autoregulacion del sistema.

De esta manera, el SPQ promueve que las bacterias se comporten colectivamente
al sincronizar la expresion genética de toda la poblacion (Papenfort & Bassler,
2016).

Las principales moléculas usadas como autoinductores en bacterias Gram-
negativas son las acil homoserin lactonas (AHL) aunque se han reportado otras
como el autoinductor 2, quinolonas, entre otras. Mientras que en bacterias Gram-

positivas los autoinductores son oligopéptidos (Williams, 2007) (Figura 18).
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Figura 18. Las diferentes moléculas que son autoinductores de los sistemas de percepcion
de quorum bacteriano. Basado en (Ng & Bassler, 2009; Williams, 2007).

1.14. SPQ en P. aeruginosa.

En P. aeruginosa estan presentes tres sistemas de percepcion de quorum que
responden a diferentes moléculas y regulan diferentes respuestas. Estos sistemas
se regulan entre ellos y son LasR, RhIR y PgsR.

El sistema LasR fue nombrado asi por su directa relacion con la produccion de
elastasa (lasA y las B). Ademas, regula la produccion de proteasa alcalina (aprA) y
exotoxina A (toxA). Este sistema responde al autoinductor N-3-oxo-dodecanoil
homoserin lactona, la sintetasa es Lasl y el receptor es LasR. Entre los genes que
son inducidos se encuentran rhll y rhiR, que son los componentes del siguiente
sistema (Lee & Zhang, 2015).

El sistema RhIR se llama asi porque regula principalmente la produccion de
ramnolipidos (rhIABR). También se ha relacionado con la produccién de piocianina
(phz), hemolisina y elastasa (las A y las B). La molécula autoinductora es N-butiril
homoserin lactona, el receptor RhIR y la sintasa Rhll. Este sistema es muy
importante en condiciones de bajo fosfato (Soto-Aceves et al., 2021).
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Mediante estudios transcriptbmicos de mutantes lasl y rhll se ha demostrado que
algunos genes solo responden a LasR, otros son especificos de RhIR y algunos son
activados por ambos sistemas. Estos genes constituyen cerca del 10% del genoma
de P. aeruginosa (Schuster & Greenberg, 2006; Schuster et al., 2003).

El sistema PQsR es un sistema no candnico ya que su autoinductor es una quinolona
(2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona). La sintesis de la quinolona esta codificada en el
grupo de genes pgsABCD, phnAB y pgsH y su receptor es PgsR, antes llamado
MVfR (Lee & Zhang, 2015). PgsH es la enzima que cataliza el paso final de la
biosintesis de quinolonas, esta enzima esta regulada por LasR, lo que implica que
el sistema PQS es controlado por LasR (Schertzer et al., 2010). Este sistema regula
la expresion de piocianina, lectina y ramnolipidos (Farrow et al., 2008).

Durante mucho tiempo se crey6 que los sistemas responden a una jerarquia donde
LasR es el sistema que se activa primero y enciende los otros sistemas (Figura 19).
Sin embargo, en estudios recientes se ha demostrado que el sistema Rhl puede ser
activado sin presencia de LasR en condiciones de bajo fosfato (Soto-Aceves et al.,
2021).

1.15. Nuevas alternativas de tratamiento.

Como se ha mencionado anteriormente el uso excesivo de antibiéticos en la salud
y en otras areas nos ha llevado a la seleccién de bacterias resistentes (Pérez-
Gracia, 2021). Esto nos llevo a la produccion de nuevos antibiéticos que seleccionan

nuevas cepas resistentes, por lo que, este método solo es una solucién temporal.

La seleccion de bacterias multi farmaco resistentes nos ha planteado el problema
de cdmo combatir las infecciones causadas por estas bacterias. Al respecto se han
tomado 3 perspectivas: produccién de nuevos antibiéticos o antibiéticos hibridos,

reutilizacion de moléculas existentes y estrategias anti-virulencia.
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Se han descubierto nuevas moléculas que podrian ser usadas como antibioticos
tales como: teixobactina, darobactina y cefiderocol (Imai et al., 2019; McCarthy,
2019; Zhanel et al., 2019) (Figura 20). La teixobactina se probo in vitro y después
de varios pases no genero resistencia (McCarthy, 2019). El cefiderocol es una
cefalosporina sidero6foro. Debido al grupo catecol, la bacteria lo internaliza, una vez
dentro libera el hierro en el periplasma y la cefalosporina puede llevar a cabo su
accion (Zhanel et al., 2019).
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Figura 20. Estructura quimica de los nuevos antibiéticos desarrollados. Fuentes
(Katsnelson, 2019; Brown, 2017; Katsube et al., 2017).

También se han usado combinaciones de antibiéticos ya conocidos con moléculas
inhibidoras de B-lactamasas como: ceftazidima/avibactam,
meropenem/varbobactam, aztreonam/avibactam y ceftolozano/tazobactam. Sin
embargo, no son completamente eficaces ya que no pueden inhibir las -
lactamasas de la clase B ni las carbapenemasas (Hecker et al., 2015; Liscio et al.,
2015; Sader et al., 2018; Zhanel et al., 2013).

Como se observa, estas estrategias no son completamente eficientes y ademas
podrian generar resistencia ya que ejercen una presion de seleccion al eliminar a la
poblacion. A diferencia de los antibidticos, las estrategias anti-virulencia no ejercen
presion de seleccidon y, por lo tanto, se esperaria que no generaran resistencia
(Defoirdt, 2017). Dentro de las estrategias anti-virulencia, se encuentran los
compuestos que inhiben el SPQ (Rasko & Sperandio, 2010).

1.15.1. Compuestos anti-SPQ.

Como se mencion6 anteriormente el SPQ regula la produccion de factores de
virulencia que son necesarios para la colonizacion y sobrevivencia dentro del
hospedero. Por lo tanto, si este sistema se inhibe las bacterias no seran capaces de
establecerse eficientemente y el sistema inmune del hospedero podria combatir la

infeccion.
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El SPQ puede ser interferido por medio de 3 blancos (Fetzner, 2014):

1. Lasintasa. Siinhibes la produccién de autoinductores, no habra sefial y, por
lo tanto, no habra respuesta.

2. El autoinductor. Es posible degradar el autoinductor para evitar su unién al
regulador y evitar la respuesta.

3. Elregulador transcripcional. En presencia de autoinductores, se puede evitar
la unién de éstos al regulador usando analogos y asi interrumpir la respuesta.

De los tres blancos mencionados, los dos ultimos son los mas estudiados.
1.15.1.1. Degradacion del autoinductor.

Esta estrategia es principalmente para los SPQ basados en AHL como
autoinductores y se basa en degradar la AHL para evitar su union al regulador La
AHL puede ser degradada por tres tipos de enzimas: lactonasas, acilasas y

oxidorreductasas (LaSarre & Federle, 2013).

Las AHL-lactonasas son una familia de metalo-lactamasas que hidrolizan el enlace
éster del anillo lactona de las AHL, liberando N-acil homoserinas, las cuales ya no
son reconocidas por el receptor (Figura 21) (LaSarre & Federle, 2013). Debido a
que el anillo lactona esta conservado en todas las AHL, esta enzima tiene una
especificidad para una gran variedad de sustratos, aunque prefiere las AHL de
cadena mediana y larga (LaSarre & Federle, 2013). La primera lactonasa (AiiA) fue
aislada de Bacillus spp (Dong et al., 2000), la expresion de este gen en bacterias
patdgenas disminuye la acumulacién de AHL y modifica el SPQ (Momb et al., 2008).
Se han reportado algunas otras lactonasas como AttM, AiiB, AhID, AhlK, AidC, AiiM
(LaSarre & Federle, 2013).
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Figura 21. Ejemplo del mecanismo de accién de las lactonasas. A) La AHL es reconocida
por su regulador y se produce el comportamiento comunitario. B) La lactonasa degrada la
AHL por lo que no puede ser reconocida por el regulador y no hay respuesta. Fuente (Mok
Tsze Chung et al., 2021).

Las AHL-acilasas hidrolizan el enlace amida entre el anillo lactona y el acido graso,
separandolos de manera irreversible. Estas enzimas tienen una especificidad
basada en la longitud de la cadena de acido graso. La primera actividad de AHL-
acilasa se descubrié en Variovorax paradoxus. Otras acilasas son: Aiid, PvdQ, QuiP,
AhIM, AiiD. (LaSarre & Federle, 2013).

Las oxidorreductasas son enzimas que oxidan o reducen los sustratos, por lo que,
solo modifican el anillo lactona de la AHL (Zhang et al., 2019). El primer caso de
este mecanismo fue descrito en Rhodococcus erythropolis (Uroz et al., 2005). Los

estudios sobre estas enzimas son muy pocos.
1.15.1.2. Inhibicién del regulador transcripcional.

Las AHL se unen a su receptor promoviendo su cambio de conformacion y su
posterior unién al ADN para iniciar la transcripcion genética coordinada. En los
ultimos afios se han probado moléculas analogas a las AHL que compiten con la

sefal nativa y se unen a los receptores generando complejos receptor-sefal
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inactivos (Figura 22). Estas moléculas analogas pueden ser de origen natural o
sintéticas (LaSarre & Federle, 2013).

AHL AHL POSs  Andlogos de AHLy PQS
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Regulaciéndela  * Receptores inactivos
transcripcion * No hay activacion de genes
l de virulencia y biopelicula

* Virulencia
* Biopelicula
* Colonizacién

Nature Reviews

Figura 22. Inhibicién del regulador transcripcional. Las moléculas analogas a las AHL se
unen a los reguladores evitando la transcripcion genética y la respuesta. Modificado de
(Rasko & Sperandio, 2010).

1.15.1.3. Anélogos de AHL de origen natural.

Los analogos de AHL se han encontrado en tres fuentes principales: plantas,
hongos y algas. La patulina, el acido penicilico y la equisetina, producidos por
hongos, pueden inhibir la produccion de biopelicula, movilidad y otros factores de
virulencia, ademas de disminuir la expresion de genes reguladores del SPQ
(Hemmaiti et al., 2020).

Las plantas son una de las mayores fuentes productoras de metabolitos con
propiedades antibacterianas. Recientemente se ha demostrado que muchos
compuestos extraidos de plantas, incluso algunos extractos herbales tienen
actividad anti-virulencia en P. aeruginosa (Hemmati et al., 2020). Los compuestos

son mencionados en la tabla 4.
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Tabla 4. Compuestos y extractos activos contra el SPQ de P. aeruginosa. Los datos fueron

traducidos de (Hemmati et al., 2020).

Compuesto o extracto

Factor que inhibe

Cumarina

Biopelicula y factores de virulencia

Extracto crudo de Pistacia atlantica

Biopelicula y secrecion de piocianing

Curcumina i ovilidad y biopelicula
Ginseng Produccion de Lass y B y sintesis de AHL
o Biopelicula, proteasa, elastasa, piocianing, ramnalipidos,
Baicalina o )
rm ovili dad v exotoxing A
Flavonoides ReceptoresLas R v RhIR
&joeno Factores de virulencia
Biopelicula, proteasa, pioverdina, piocianina y la expresian
Berberina P P : P2 | ¥ M

de los geres lasl, [asR, rhll v rhiR

Trans-cinamaldehido

Proteasa, elastasa, piocianing, biopelicula v la expresian
de los genes lasl, lask, rhll v rhiR

Arido salicilico

Proteasa, elastasa, piocianing, hiopelicula v [a expresian
de los geres lasl, 1ask, rhll ¥ rhiR

Filirina

Piocianing, ramnolipidos, elastasa, nado, twitchingy
hiopelicula

Trans-anetol

Swarming, proteasa, elastasa, piocianing v la expresion del
gen lasB

Acidocindmico

Piocianing, proteasa, elastasa v hiopelicula

Hordenina

Swarming, piocianina, elastasa, ramnolipidas, biopelicula y
la expresion delos genes lasl, lask, rhll v rhlR

Eugencl de extracto declavo

Biopeliculay varios factores de virulencia

Qcimum sanctum

Piocianing, proteasa, elastasa y hiopelicula

M usa paradisiaca

Piocianing, proteasa, elastasa v hiopelicula

Cafeina

Fenotipos de movilidad

Extracto metanadlico de Phyllanthus
arnarus

Maovilidad v piocianina

Zingerona

Biopelicula, factores de virulencia y movilidad

Combreturm albiflarim

Elastasa v hiopelicula

Extracto de &llium sativum

Biopelicula y elastasa

Fraccion FL de Psidium guajava L

Biopelicula y factores de virulencia

Aceite de clavo

Proteasa, quitinasa, piocianing, swarmingy hiopelicula

Extracto metandlico de fenogreco

Froteasa, Lask, piocianing, quitinasa, swarming vy

biopelicula
Extracto de diclorom etano de Piocianing, hiopelicula vla expresion de los genes lasl,
Cordiag|letii lasR, rhll yrhlR

M anilkara zapota

Piocianing, proteasa, elastasa y hiopelicula

Diarilheptanoides de las cortezas
de &lnus viridis v 2lnus glutinosa

Piocianing, twitching v hiopelicula

Gingerol

Exoprotessa, ramnolipidos, piocianina v biopelicula

Diterpeno fitol

Piacianina, twitching y hiopelicula
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Se ha reportado que las algas marinas tienen diversas estrategias para evitar la
acumulacion bacteriana. El alga Delisea pulchra produce furanonas halogenadas,
principalmente bromadas (Figura 23), que pueden imitar a las AHL y evitar la
respuesta. Las furanonas disminuyen la secrecién de proteasas, la producciéon de

pioverdina y la formacion de biopelicula (De Nys et al., 1995; de Nys et al., 1993).
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Figura 23. Las furanonas bromadas producidas por el alga roja D. pulchra. A la izquierda
se muestra el alga D. pulchra y en la derecha las estructuras de las 21 furanonas aisladas.
Fuente (de Nys et al., 1993).

La furanona natural (5Z)-4-bromo-5-(bromometileno)-3-butil-2(5H)-furanona inhibe
la bioluminiscencia en V. harveyi (Defoirdt et al., 2007), disminuye la formacion de
biopelicula y swarming en E. coli y Bacillus subtillis (Ren et al., 2002; Ren et al.,
2001) y aumenta la produccion de sideréforo en P. aeruginosa (Ren et al., 2005).
Otra furanona, 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona (HDMF) reduce la produccién
de ramnolipidos y evita la formacion de biopelicula en P. aeruginosa PAO1 (Choi et
al., 2014).

Algunas furanonas naturales extraidas de algas rojas inhiben la colonizacién de
superficies, ademas de disminuir la produccion de elastasa, asi como la invasion y
colonizacion de P. aeruginosa en células epiteliales de cérnea (Zhu et al., 2002)
Debido a su eficiencia como inhibidores del SPQ, diversos conjuntos de furanonas

se han sintetizado para evaluar su actividad.
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1.15.1.4. Furanonas sintéticas.

Las furanonas son una familia de moléculas caracterizadas por la presencia de un
anillo furano heterociclico de cinco miembros. Dos estudios muestran que las
furanonas sintéticas C-30 y C-56 (Figura 24) inhiben el SPQ y la formacion de
biopelicula en P. aeruginosa (Hentzer et al.,, 2002, Hentzer et al., 2003). Las
furanonas C-30 y C-56 disminuyen el SPQ, aumentan la sobrevivencia de los
ratones, contribuyen a la disminucion de la carga bacteriana y disminuyen el dafio

tisular de los pulmones (Wu et al., 2004).

H H
Br Br H Br
H O H O
O O
Furanona C-30 Furanona C-56

Figura 24. Estructuras de las furanonas C-30 y C-56. Las dos furanonas se han reportado
como inhibidoras del SPQ. Tomada de (Abudoleh & Mahasneh, 2017).

Un estudio demuestra que una furanona denominada 5a puede reducir la adhesion
de las células planktonicas a superficies de vidrio en P. aeruginosay otras furanonas

inhiben el SPQ no saben los mecanismos (Kim et al., 2008).

También se ha demostrado que la (Z)-4-bromo-5-(bromometilene)-3-metilfuran-
2(5H)-ona (BF8) puede restablecer la susceptibilidad a antibiéticos de las células
persistentes de P. aeruginosa PAOL en células planktonicas y en biopeliculas (Pan
et al., 2012). Dos derivados de esta molécula, una con el bromo sustituido por un
grupo carbonilo (NF1) y por un grupo metoxi (NF2) no tienen el mismo efecto, por

lo que, se sugiere que el bromo es importante para la accion (Pan & Ren, 2013)

Otras furanonas (Z-)-4-bromo-5-(bromometileno)-2(5H)-furanona y 3,4-dicloro-

2(5H)-furanona reducen la capacidad de adherencia en biopeliculas de Listeria
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monocytogenes (Rodriguez-Lépez et al., 2019). Una gran variedad de furanonas
bromadas sintéticas mostraron reducciones del 43% sobre la produccion de
biopelicula en PAO1 y E. coli (Shetye et al., 2013).

En un estudio se sintetizaron unas furanonas bromadas biciclicas que inhibieron la
formacion de biopelicula en E. coli y la produccion de elastasa B en P. aeruginosa.
Ademas disminuyeron la formacién de biopelicula a través del autoinductor 2 (Park
et al., 2017; Yang et al., 2014). En otro estudio se sintetizaron 37 derivados de la
furanona C-30 y se demostré que los derivados 2, 3, 24, 27 y 34 son los mas
efectivos para inhibir la formacion de biopelicula en diferentes bacterias patdogenas
(Gomez et al., 2022).

2. JUSTIFICACION.

El aumento de las infecciones causadas por organismos farmaco-resistentes son
un problema de salud publica mundial debido a que tienen mayores tasas de
mortalidad y morbilidad. P. aeruginosa es un patégeno oportunista que causa
infecciones nosocomiales y de dificil erradicacion por su elevada tasa de resistencia
a antibidticos. En México se ha reportado que esta bacteria tiene alta prevalencia
en infecciones nosocomiales y presenta resistencia a 4 de los 6 antibiéticos de

primera linea (Garza-Gonzalez et al., 2019; Miranda-Novales et al., 2020)

El desarrollo de nuevos antibidticos nos daria una solucién temporal debido a que
las bacterias desarrollaran nuevos mecanismos de resistencia. Por esta razén, es
importante encontrar nuevas alternativas que no sometan a las bacterias a esta
presion de seleccidbn como los tratamientos anti-virulencia (Defoirdt, 2017). La
estrategia anti-virulencia inhibe el SPQ, responsable de la produccion o formacion
de fenotipos relacionados con la virulencia y se ha demostrado que inhibir el SPQ y
disminuir la virulencia aumenta la sobrevivencia de hospedero y puede ayudar a la

eliminacioén de la infeccion (Gupta et al., 2015; Wu et al., 2004).

Se ha demostrado ampliamente que la furanona bromada C-30 es capaz de inhibir

el SPQ en P. aeruginosa, sin embargo, algunas cepas no son susceptibles a su
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accion (Garcia-Contreras et al., 2015). Por esta razén, es necesario encontrar

nuevas estructuras de furanonas que puedan tener esta accion.
3. HIPOTESIS.

Se conoce que algunos derivados naturales y sintéticos de la furan-2(5H)-ona
inhiben el sistema de percepcion de quorum en P. aeruginosa. Entonces es factible
que los derivados de la bromofuran-2(5H)-ona (serie A), la bromo-4-(fenillamino)-
furan-2(5H)-ona (serie B) y el etil 5-oxo-2-fenil-4-(fenillamino)-2,5-dihidrofuran-3-
carboxylato (serie C) (Figura 25) disminuyan la produccién de factores de virulencia

en P. aeruginosa.

Serie A Serie B Serie C
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Furanonas serie A [furan-2(5H)-ona]

Furanonas serie B [3-bromo-4-(fenillamino) furan-2(5H)-ona]

Furanonas serie C [etil 5-0x0-2-fenil-4-(fenillamino)-2,5-dihidrofuran-3-carboxylato]

Figura 25. Estructuras de las furanonas utilizadas en este estudio.
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4. OBJETIVOS.
4.1 Objetivo general.

Evaluar la inhibicién del sistema de percepcion de quorum (SPQ) de P. aeruginosa
por derivados de la bromofuran-2(5H)-ona (serie A), la bromo-4-(fenillamino)-
furan-2(5H)-ona (serie B) y el etil 5-oxo-2-fenil-4-(fenillamino)-2,5-dihidrofuran-3-

carboxilato (serie C).

4.2 Objetivos particulares.

1. Evaluar el efecto de los derivados de la serie A, B y C sobre el crecimiento
de dos cepas de P. aeruginosa, una de referencia (PA14) y un aislado clinico
multi farmaco resistente (INP64).

2. Evaluar el efecto de los derivados de la serie A, B y C sobre la produccion de
factores de virulencia de P. aeruginosa PA14 e INP64.

3. Realizar una relacion estructura-actividad respecto a los compuestos mas

activos.

5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Cepas y compuestos.

Las cepas de P. aeruginosa PA14 (donada por el Dr. Rodolfo Garcia) e INP64
(donada por el Dr. Rafael Coria) fueron mantenidas en glicerol y congeladas a -
70°C. P. aeruginosa PA14 fue transformada por electroporacion con el vector p220
que tiene una fusién transcripcional del gen lacZ y los genes rhlA (PA14 lacZ::rhlA),
pgsA (PAl4 lacZ::pgsA), phzl (PA14 lacZ::phz). Las bacterias transformadas fueron

seleccionadas con tetraciclina.

Las furanonas utilizadas en este estudio (Figura 26) fueron sintetizadas por el MC
Victor Castro Torres en el Instituto de Quimica de la UNAM, se disolvieron en DMSO

a una concentracion de 1 M y se guardaron a -20°C.

50



Br Br R1 R4
b\ f&(&; Br HNGR HNOI
Tt T Dy e
Br
0™

A1R=0OH A3 Ry=H, R,=Br

A2 R=H C30 R4=Br, Rp=H B1 Ry=H, R,=Cl @
B2 Ry=H, R,=F O
B3 Ry=H, R,=Br J\_S
B5 R4=Cl, R,=Cl

B6 Ry=F, R,=F

Figura 26. Estructuras de las furanonas de la serie Ay B.

5.2 Sintesis de compuestos serie C.

La sintesis de estos compuestos se realizé en el Instituto de Quimica bajo la
direccién del MC Victor Castro Torres (Figura 27) siguiendo el procedimiento
publicado anteriormente (Narayana et al., 2009). El procedimiento se resume a
continuacion, 0.226 g de B-ciclodextrina (0.2 mmol) se disolvieron en 30 mL de agua
destilada y se agit6 durante 10 minutos hasta obtener una solucién transparente. A
la solucion se le adicion6 un derivado de anilina (2 mmol) y se mantuvo en agitacion
por 5 minutos para formar un complejo de anilina-ciclodextrina. Posteriormente, se
agregaron lentamente 0.170 g de dietil acetilenodicarboxilato (2 mmol) a través de
embudo de adicién seguido de un aldehido aromatico (2 mmol) y la mezcla de
reaccion se llevo a los 60-70°C. La reaccidn se monitoreo por cromatografia de capa
fina, posteriormente la mezcla se enfrid a temperatura ambiente y se extrajo con
acetato de etilo (4 x 10 mL). Las capas organicas fueron lavadas con agua,
saturadas con solucion brine (2 x 10 mL) y desecadas con Na:SO4 anhidro. Las
capas organicas fueron evaporadas bajo presién reducida. El producto crudo
resultante de la reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna abierta
de silice usando una mezcla de acetato de etilo y hexano (7:3) como eluyente. Los
productos obtenidos fueron llevados al servicio de cristalografia del Instituto de

Quimica.
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Figura 27. Sintesis de las moléculas de la serie C.

5.3 Crecimiento de P. aeruginosa en presencia de las furanonas vy

pirrolidonas.

Un precultivo de P. aeruginosa fue diluido en medio LB a una DOsoo de 0.05
equivalente a 1x10°% UFC/mL, los compuestos fueron agregados al inicio del cultivo
a diferentes concentraciones: 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 puM. Los cultivos fueron
incubados a 37°C/200 rpm durante 18 h, cada 2 h se tomaban muestras para medir

el crecimiento en un espectrofotbmetro a una DO de 600 nm.
5.4 Efecto de las furanonas y pirrolidonas en la produccion de piocianina.

Un precultivo de P. aeruginosa fue diluido en medio LB a una DO600 de 0.05
equivalente a 1x108 UFC/mL. A las 18 h de incubacion, se extrajo y se cuantifico la
piocianina como se reporta anteriormente (Essar et al., 1990). Brevemente, 1 mL
del cultivo fue centrifugado a 13,000 rpm durante 2 min y se recupero el
sobrenadante. La piocianina se extrajo con cloroformo y HCL, posteriormente se
cuantifico en un espectrofotometro a una DO de 520 nm. El blanco usado fue HCL
0.2 N.

5.5 Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre la formacion de biopelicula.

Un precultivo de P. aeruginosa fue diluido en medio LB a una DO600 de 0.05
equivalente a 1x10%8 UFC/mL repartidos en 2 ml en tubos de vidrio e incubados a
37°C/200 rpm durante 18 h. Posteriormente la biopelicula fue cuantificada como se
reporta previamente (O’Toole, 2011) con algunas modificaciones. El cultivo fue
descartado y el tubo se lavo 2 veces con agua destilada para remover las células
planctonicas restantes, después se agregaron 2.5 mL de cristal violeta a 0.1% y se

dej6é durante 15 minutos. El cristal violeta restante se eliming, posteriormente se
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agregaron 3 ml de etanol al 70% y se dejé por 15 minutos. La concentracién de
cristal violeta se midio en un espectrofotometro a una DO de 630 nm usando EtOH

70% como blanco.
5.6 Efecto de las furanonas y pirrolidonas en el movimiento tipo swarming.

Un precultivo de P. aeruginosa fue diluido en 1 ml de LB a una DO600 de 0.05 para
PA14 y de 1.5 para INP64. Se inocul6 1 uL de este cultivo en una placa de medio
BM2 (K2HPO4 62 mM, MgSO4 2 mM FeSO4 10 pM, glucosa 0.4%, casamino acidos
0.1% y agar 0.5%) (Overhage et al., 2008). Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 18 h para PA14 y 36 h para INP64. Posteriormente el &rea de movimiento

se midié con el software Molecular Imaging V. 4.0.3 de Kodak.

5.7 Regulacion de los genes involucrados en QS por las furanonas y

pirrolidonas.

Las cepas se cultivaron en medio LB a una DO600 inicial de 0.05 equivalente a
1x108 UFC/mL con las furanonas A1-A3 a 100 uM durante 4 h. Posteriormente se
tom6 1 mL de cultivo para recuperar las bacterias por centrifugacion, el pellet
bacteriano se resuspendié en un mL de Buffer Z y se cuantifico la actividad de B-

gal como esta reportado (Miller, 1972).
5.8 Analisis estadisticos.

Todos los ensayos se realizaron en 3 ensayos por triplicado. Los datos fueron
analizados en el programa GraphPad Prism version 9.0 para Windows mediante un
ANOVA de una via seguido por comparaciones multiples de Dunnet.

6. RESULTADOS.

6.1 Sintesis de compuestos de la serie C.

Recientemente publicamos la sintesis y evaluacion citotoxica de los derivados etil
5-oxo-2-fenil-4-(fenilamino)-2,5-dihidrofuran-3-carboxilato  (Castro-Torres et al.,
2020). Estos compuestos se sintetizaron mediante una reaccion one-pot como se
menciono anteriormente (Narayana et al., 2009). Las estructuras de los compuestos
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fueron elucidadas por analisis espectroscopicos y su comparacion con los datos
publicados en la literatura. Para llevar a cabo unos estudios de relacion estructura
actividad decidimos realizar una determinacion estructural a través de un analisis

cristalografico de la furanona C2 (Figura 28).

Figura 28. Estructura del compuesto C2. La estructura se determiné por analisis
cristalograficos de rayos X. Imagen propia.

Los resultados de este estudio cristalografico demostraron que los compuestos
previamente publicados como etil 5-oxo-2-fenil-4-(fenillamino)-2,5-dihidrofuran-3-
carboxilato (Castro-Torres et al., 2020) corresponden a derivados de pirrolidonas 3-
hidroxi-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona (C1-C7). Cabe destacar la dificultad de
discriminar entre las pirrolidonas C1-C7 y las furanonas reportadas previamente

usando espectroscopia convencional.

Varios procedimientos sintéticos han sido descritos para obtener pirrolidonas
halogenadas de aminas aromaticas y aldehidos en la presencia de dialquil acetileno
dicarboxilatos. Sin embargo, muchas de estas sintesis requieren condiciones
acidas, radiacion de luz, o complejos de ZnO, dimetil acetileno carboxilato, amina y
aldehidos aromaticos. Al contrario, nuestra sintesis es limpia ya que solo usa j-
dextrina como catalizador reusable y agua como solvente. Todas las reacciones

tienen un alto rendimiento (85-94%).

La violaceina muestra actividad bactericida contra P. aeruginosa (Hoshino, 2011).
Considerando que este compuesto tiene una mitad de 2-pirrolidona decidimos

evaluar las pirrolidonas C1-C7 sobre la formacién de biopelicula en P. aeruginosa.
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6.2 Crecimiento de P. aeruginosa en presencia de las furanonas vy

pirrolidonas.

La terapia anti-SPQ inhibe la comunicacién bacteriana sin afectar el crecimiento,
por lo que, es importante evaluar el efecto de los compuestos sobre el crecimiento
de P. aeruginosa. Las furanona A3 comenzo6 a disminuir el crecimiento a partir de
250 uM, mientras que las furanonas B1-B6 y las pirrolidonas C1-C7 no lo inhibieron

a ninguna concentraciéon probada (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre el crecimiento de la cepa PA14. Se
observa que solo las furanonas A2 y A3 (rosa) disminuyeron el crecimiento bacteriano
mientras que las furanonas B (azul) y las pirrolidonas C (verde) no tienen efecto sobre el
crecimiento. Las bacterias se crecieron en presencia de los compuestos probados durante
18 h, se tomd un mL y se midi6 el crecimiento en un espectrofotémetro tomando el medio
LB como blanco. Los controles son: NT, sin tratamiento; D, dimetil sulfoxido y C30, furanona
C-30 a 100 pM. * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001.
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6.3 Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre la produccién de

piocianina.

La producciéon de piocianina depende exclusivamente del SPQ por lo que es un
buen candidato para ver el efecto de esas furanonas. En la cepa PA14 las furanonas
del grupo A disminuyeron la produccién de piocianina en un 35% desde 10 uM hasta
un 50% a 100 uM, mientras que las del grupo B no tuvieron efecto. Por otro lado,

solo la pirrolidona C5 disminuyé la produccién en un 35% a 500 uM (Figura 30).
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Figura 30. Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre la produccién de piocianina en P.
aeruginosa PA14. Las furanonas A en todas las concentraciones (morado) y la pirrolidona
C5 (verde) a 500 y 1000 uM disminuyeron la produccion de piocianina, mientras que las
furanonas B (azul) no tuvieron efecto sobre este factor. Las bacterias fueron cultivadas 18
h a 37°C/200 rpm en presencia de las furanonas y pirrolidonas, posteriormente la piocianina
fue extraida y cuantificada por espectrofotometria como se mencion6 anteriormente. NT:
no tratamiento, D: dimetil sulfoxido, C30: furanona C-30 100 uM. * P<0.05, ** P<0.005, ***
P<0.001.
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Las furanonas que disminuyeron la produccion de piocianina en la cepa PA14 fueron
probadas en la cepa farmacoresistente INP64. En esta cepa, las furanonas del
grupo A disminuyeron en un 40% la produccion de piocianina en todas las
concentraciones. Por otra parte, las furanonas del grupo B y las pirrolidonas (grupo

C) no tuvieron efecto (Figura 31).
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Figura 31. Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre la produccién de piocianina en P.
aeruginosa INP64. Las furanonas A (morado) disminuyeron la produccion de piocianina en
la cepa INP64, mientras que las furanonas B (azul) aumentaron la produccion y las
pirrolidonas C (verde) no tuvieron efecto. Las bacterias fueron cultivadas 18 h a 37°C/200
rpm en presencia de las furanonas y pirrolidonas, posteriormente la piocianina fue extraida
y cuantificada por espectrofotometria como se menciond anteriormente. NT: no tratamiento,
D: dimetil sulfoxido, C30: furanona C-30 a 100 uM. * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001.

6.4 Efecto delas furanonas y pirrolidonas sobre la formacion de biopelicula.

La formacion de biopelicula es una caracteristica relevante en las infecciones
causadas por P. aeruginosa porque dificulta su tratamiento y erradicacion, por esta
razon es importante reducir o inhibir la formacién de biopelicula. En la cepa PA14
las furanonas del grupo A disminuyeron la formacién de biopelicula de un 30 a un
50% a 100 pM. Ademaés, las furanonas B2, B6 y las pirrolidonas C1 y C7

disminuyeron la formacion de biopelicula en un 50% a 1000 uM (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre la formacion de biopelicula en P.
aeruginosa PA14. Las furanonas A2, A3 a 100 uM (morado), B2, B6 a 500 y 1000 uM (azul)
y las pirrolidonas C1 y C7 a 1000 uM(verde) disminuyeron la biopelicula en PA14. Las
bacterias fueron incubadas en tubos de vidrio durante 18 h a 37°C/200 rpm en presencia
de las furanonas y pirrolidonas. Posterior, la biopelicula fue tefiida con cristal violeta y
cuantificada por espectrofotometria como se indica anteriormente. NT: no tratamiento, D:
dimetil sulfoxido, C30: furanona C-30 a 100 uM. * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001.
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Las moléculas que tuvieron efecto en la cepa PA14 se probaron en la cepa INP64.
En esta cepa las furanonas del grupo A inhibieron la formacién de biopelicula a una
concentracion de 100 uM, mientras que las 2 furanonas del grupo B y las 3
pirrolidonas disminuyeron la biopelicula en un 50% en todas las concentraciones

probadas (Figura 33).
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Figura 33. Efecto de las furanonas y pirrolidonas sobre la produccién de biopelicula en P.
aeruginosa INP64. Las furanonas A (morado), B (azul) y las pirrolidonas C a 500 y 1000 uM
(verde) disminuyeron la formacion de biopelicula en la cepa farmaco-resistente INP64. Las
bacterias fueron incubadas en tubos de vidrio durante 18 h a 37°C/200 rpm en presencia
de las furanonas y pirrolidonas. Posterior, la biopelicula fue tefiida con cristal violeta y
cuantificada por espectrofotometria como se indica anteriormente. NT: no tratamiento, D:
dimetil sulfoxido, C30: furanona C-30 a 100 pM. * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001.

6.5Efecto de las furanonas y pirrolidonas en la movilidad tipo swarming.

Las furanonas del grupo A son efectivas para disminuir la produccion de piocianina
y biopelicula por lo que se probaron en la movilidad tipo swarming para asegurar
gue interrumpe el sistema de percepcion de quorum. En ambas cepas, la A3
disminuy6 en un 90% la movilidad swarming a una concentracion de 100 uM. La

disminucion no fue dependiente de la concentracion (Figura 34).
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Figura 34. Efecto de las furanonas del grupo A sobre el movimiento swarming en P.
aeruginosa PA14 e INP64. La furanona A3 disminuyé al 90% el movimiento tipo swarming
en ambas cepas, mientras que la furanona A2 tuvo mayor efecto en INP64 y Al fue mas
efectiva en PA14. Las placas de medio BM2 se inocularon con 10 pL de un precultivo a DO
de 1. Se incubaron durante 24 h para PA14 y 36 h para INP 64. El area de swarming se
midio con el programa Kodak. NT: no tratamiento, D: dimetil sulfoxido, C30: furanona C-30
a 100 pM. * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.001.

Area

6.6 Efecto de furanonas sobre los reguladores del SPQ.

Debido a que las furanonas del grupo A fueron las mas efectivas en la inhibicion del
SPQ se determin6 el posible blanco molecular de las furanonas Al, A2 y A3
mediante la actividad del reportero B-gal. La furanona A2 disminuyo la expresion de
rhlA, pgsA y phz. Por otro lado, la furanona A3 disminuyé la expresiéon tiene un

comportamiento similar a la furanona A2 (Figura 35).
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Figura 35. Efecto de las furanonas sobre los reguladores del SPQ. La furanona A3 (rosa)
disminuyd la expresion de los tres genes rio abajo de los reguladores RhIR/l y PgsR/I igual
gue la furanona C-30, el vector p220 es el plasmido sin la fusién transcripcional usado como
control. Las cepas PA14 laczZ:rhlA, PA14 lacZ::pgsA y PAl4 lacZ::phzl se crecieron
durante 4 h en medio LB. Posteriormente, se siguio el protocolo para medir B-gal. NT: no
tratamiento, D: dimetil sulfoxido, C30: furanona C-30 a 100 uM. * P<0.05, ** P<0.005, ***
P<0.001.

7. DISCUSION.

Para la sintesis de las furanonas de la serie C se utilizd la metodologia informada
por Narayana et al 2001. La estructura de los compuestos sintetizados se determino
por el andlisis de sus datos espectroscépicos asi por su comparacion con datos de

la literatura (Narayana et al., 2009) (Figura 36).

Figura 36. Estructura quimica del etil 5-oxo-2-fenil-4-(fenillamino)-2,5-dihidrofuran-3-
carboxilato.
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Con el fin de obtener datos de la estructura cristalina se decidio realizar la
determinacion estructural de la furanona C-2 por métodos de difraccion de rayos X.
Los resultados indicaron de manera inequivoca que la estructura de C-2
correspondia a una pirrolidona y no a una furanona. Este resultado mostré que todas

las estructuras de la serie C eran en realidad pirrolidonas.

La sintesis de la pirrolidona C-2 se habia informado previamente utilizando los
mismos reactivos a los utilizados para la sintesis de la pirrolidonas C-1 a C-7, sin
embargo, se utilizé radiacion de microondas en la presencia de p-TSOH (Swamy et
al., 2020). También la pirrolidona C-2 se obtuvo con los mismos reactivos ya
mencionados, pero utilizando particulas tetragonales de nano-ZrO2 como
catalizador reutilizable (Saha et al., 2016). Ademas, otros derivados de pirrolidonas
halogenadas fueron sintetizados de dietil acetileno dicarboxilato, aminas y
aldehidos aroméaticos mediante la catalisis sin metal y foto-redox bajo la radiacion
de rosa de bengala (Dutta et al., 2021). Otros analogos de pirrolidonas han sido
sintetizados de la reaccién de 3,4 difluoro anilina, dietil acetileno dicarboxilato y Cl-
benzaldehido en agua y catalizada con ZnO-[DABCO(C2COOH)2] 2 (Mondal et al.,
2019). Sin embargo, nuestra sintesis de las pirrolidonas C1-C7 es superior ya que

se utilizé B-dextrina como catalizador reusable y agua como disolvente.

Una de las moléculas que fungen como autoinductores del SPQ de P. aeruginosa
son las AHL, estas moléculas tienen una furanona como estructura base. Con base
en lo anterior, las furanonas C-30 y C-56 fueron sintetizadas adicionando atomos
de bromo. En este estudio mostramos la actividad anti-SPQ de dos series de
derivados de furanonas (A y B) y una serie de pirrolidonas (C) comparadas con la
actividad anti-SPQ de la furanona C-30. Ademas, se muestra la actividad anti-SPQ
de estas series en una cepa de referencia (PA14) y un aislado clinico multi-farmaco
resistente (INP64).

Aunque en este estudio no se observa un mejor desempefio de las furanonas
probadas con la C-30 es importante encontrar nuevas moléculas que inhiban este
sistema porque la furanona C-30 presenta una gran variabilidad en su accion sobre
el SPQ, incluso aumentando su expresion en algunos aislados clinicos de P.
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aeruginosa (Garcia-Contreras et al., 2015). También, se ha reportado que algunas
cepas son resistentes a la furanona C-30 por sobreexpresion de bombas de eflujo,
esto podria deberse a que esta furanona inhibe el crecimiento en algunos aislados
clinicos (Garcia-Contreras et al., 2015) sometiéndolos a una presion de seleccién
que genera resistencia. Debido a esta resistencia es importante encontrar nuevas

moléculas que puedan inhibir el SPQ de esta bacteria.

Nuestros resultados muestran que los derivados de bromofuran-2(5H)-ona (serie A)
en concentracion de 100 uM disminuyen la expresion de los tres factores de
virulencia, ademas, en la cepa PA14, las furanonas A2 y A3 disminuyen la expresion
de genes involucrados en el SPQ. En otros estudios se han probado furanonas que
disminuyen la formacion de biopelicula en concentraciones menores, sin embargo,
no se han combinado con otros factores y tampoco se ha estudiado el posible blanco
y la mayoria de los estudios son realizados con la cepa PAO 1, una cepa con menor
virulencia que la PA14 usada en este estudio (Kim et al., 2008; Pan et al., 2012; Pan
& Ren, 2013; Park et al., 2017; Shetye et al., 2013; Yang et al., 2014).

En un estudio anterior (Yang et al., 2014), se probaron furanonas bromadas
biciclicas que tienen efecto sobre la formacion de biopelicula en P. aeruginosa en
una concentracién mayor (400 uM) a las furanonas de la serie A probadas en este
estudio (100 uM). En otro estudio mas reciente (Gomez et al., 2022) se demostré
gue una monobromo furanona 2 disminuye la biopelicula 75%, mientras que una
dibromofuranona con un grupo metilo 24 en un 70% en una concentracion de 50
MM.

Las bromo-4-(fenillamino)-furan-2(5H)-ona B2 y B6 solo disminuyen la formacién de
biopelicula, pero no los otros dos factores, esto sugiere que estan actuando por un
método diferente al SPQ, esto es respaldado por el hecho de que estas furanonas
no afectan la expresion de los genes involucrados en el SPQ. La formacion de
biopelicula puede ser regulada por otros métodos como el regulador Gac/Rsm y los
niveles de di-GMP ciclico (Valentini & Filloux, 2016; Valentini et al., 2018) por lo que
posiblemente estas furanonas podrian interferir estos sistemas pero se necesitan

mas estudios al respecto.
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Por otro lado, las 3-hidroxi-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona C1, C5 y C7 muestran
diferentes efectos sobre el SPQ de P. aeruginosa. La pirrolidona C5 disminuye la
produccion de piocianina en la cepa PA14, mientras que en la cepa INP64 no tiene
efecto. Las pirrolidonas C1 y C7 disminuyen la formacién de biopelicula en ambas
cepas a concentraciones 10 veces mas altas que las furanonas de la serie A, lo que

las hace menos efectivas.

Por otro lado, es importante mencionar que las moléculas mas activas de las series
B y C son las que presentan atomos de fldor en sus estructuras. Lo que nos sugiere
gue este halégeno podria ser un buen inhibidor del SPQ. Indiscutiblemente, para

probar esta hipoétesis se requieren mas estudios.
8. CONCLUSIONES.

Los compuestos sintetizados en este trabajo son derivados de 3-hidroxi-1,5-dihidro-
2H-pirrol-2-ona y no furanonas. Este hallazgo evidencié la dificultad de diferenciar

las estructuras.

Los derivados de bromofuran-2(5H)-ona (A1-A3) a 100 pM disminuyen la
produccion de piocianina, la formacion de biopelicula y el movimiento tipo swarming

en las cepas PA14 e INP64 de P. aeruginosa sin afectar su crecimiento.

Los derivados de las bromo-4-(fenillamino)-furan-2(5H)-ona (B1-B6) hasta 1 mM no
afectan el crecimiento de las cepas de P. aeruginosa PA14 e INP64. Sin embargo,
solo B2 y B6 disminuyen la formacion de biopelicula y el movimiento tipo swarming

en ambas cepas de P. aeruginosa.

Los derivados de las 3-hidroxi-1,5-dihidro-2H-pirrol-2-ona (C1-C7) no afectan el
crecimiento de P. aeruginosa hasta 1 mM, no obstante, solo C1, C5y C7 disminuyen

la formacion de biopelicula.
9. PERSPECTIVAS.

Probar la eficacia de las furanonas A para disgregar biopeliculas en superficies y
dispositivos médicos.
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