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RESUMEN

La resistencia bacteriana es un grave problema de salud publica en el nivel
mundial. La presencia de cepas antibiético multiresistentes en pacientes con
gquemaduras mayores provoca la muerte de los individuos debido a un proceso
infeccioso no controlado mas que a las lesiones mismas. Pseudomonas
aeruginosa es una de las principales bacterias que infecta tejido quemado, esta
presenta la peculiaridad de resistir un gran numero de antimicrobianos, ademas de
poseer una capacidad intrinseca para desarrollar resistencia a los antibiéticos.
Recientemente se ha propuesto el empleo de moléculas antivirulencia del tipo de
los inhibidores de sistemas de percepcién de quérum (I-SPQ) para combatir
infecciones causadas por esta bacteria. Se ha reportado que diversos fitoquimicos
tienen este efecto, uno de ellos es el extracto de hexano y los acidos anacardicos
de la corteza de “cuachalalate” (Amphipterygium adstringens). Ademas de, la
corteza contiene metabolitos terpénicos con propiedad antimicrobiana,
antiinflamatoria y cicatrizante. Por ello ha sido muy utilizado en medicina
tradicional para tratar lesiones. En la siguiente investigacion tuvo como objetivo
desarrollar un modelo de lesion por dano térmico e infeccion por P. aeruginosa,
asi como la evaluacion de la supervivencia de los animales tratados con el
extracto de hexano de la corteza de “cuachalalate”. EI material biolégico fue
colectado en un mercado de plantas medicinales en el estado de Morelos y la
identificacion de sus componentes se realizé mediante cromatografia en placa fina
con estandares de referencia. El extracto de hexano fue obtenido por extracciéon
continua en un sistema Soxhlet. Se desarroll6 un modelo que permite generar
lesiones homogéneas, asi como la infeccidbn por P. aeruginosa. Bajo las
condiciones experimentales empleadas no se registré un efecto positivo en el
aumento de la supervivencia de ratones tratados tdpicamente con el extracto
hexanico a 55.3 mg/ml, no obstante, tampoco se registré para la sulfadiazina de

plata usada como control positivo.
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1. INTRODUCCION

La Asociacion Americana de Quemaduras estima que de aproximadamente
500,000 casos en los Estados Unidos que fueron tratados en los ultimos afnos por
lesiones termales, 4000 (0.8%) resultaron en decesos (American Burns
Association, 2007). Asimismo, la Organizacion Mundial de la Salud reporté que el
90% de las quemaduras ocurre en paises en via de desarrollo, en donde se
estima una probabilidad de muerte del 100% de los pacientes cuando las lesiones
son mayores al 40% de la totalidad del cuerpo (Potokar et al., 2008). En México
las quemaduras son reportadas dentro de los primeros cinco lugares en etiologia
de infecciones nosocomiales (Direccion General de Salud Publica de México,
2004). No obstante, las estadisticas anteriores, reportan que el 75% de los
decesos de los pacientes quemados es debido a infecciones no controladas
causadas por cepas antibiotico resistentes, mas que por las lesiones (McManus et
al., 1985).

En las ultimas décadas, la resistencia bacteriana a los antibidticos
representa un serio problema de salud publica en el nivel mundial (Casellas,
2011). La presencia de cepas multiresistentes es cada vez mas comun, por lo que
es necesario buscar nuevas alternativas de tratamiento, asi como nuevos

mecanismos de accion distintos al de los antibiéticos (Hirsch y Tam 2010).

Una de las principales bacterias que infectan las lesiones por quemaduras
termales es Pseudomonas aeruginosa, la cual se asocia con la muerte de mas del
75% de los pacientes con quemaduras mayores (McManus et al., 1985). El dafio
causado por esta bacteria se debe a la produccion de numerosos factores de
virulencia que favorecen su rapida colonizacion del tejido quemado, el cual le

proporciona un ambiente humedo y rico en nutrientes (Schaber et al., 2007).

Existen diversos estudios en los que se ha empleado el modelo de lesién

por dafio térmico e infeccidn por P. aeruginosa en ratones (Stieritz y Holder, 1975;
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Rumbaugh, 1999; Lesic et al, 2007). Este modelo ha ayudado a
comprender el papel que juega la bacteria en el dafio al tejido, ademas permiten el
estudio de nuevos antibacterianos que contrarresten mas eficientemente la

infeccién (Papaioannou et al., 2013).

México cuenta con una riqueza importante de recursos naturales, de ellos las
especies vegetales son una fuente valiosa para la obtencion de nuevos farmacos y
tratamientos que ayuden a solucionar problemas de salud como las quemaduras y
las infecciones bacterianas. En este aspecto durante muchos siglos, la medicina
tradicional mexicana ha sido un recurso empleando por diversos sectores de
nuestra poblacion, en el que el uso empirico ha sido la principal evidencia para

avalar su uso.

Una de las plantas que ha sido empleada desde tiempos prehispanicos para
tratar distintos padecimientos es la corteza de Amphipterygium adstringens
“cuachalalate”. Es un arbol dioico de 5 a 10 metros localizado en el centro y sur
de Meéxico, aunque su distribucion se ha reportado se extiende hasta
Centroamérica (Linares et al., 1999).A la corteza se le atribuyen propiedades
medicinales y se recomienda su empleo para tratar gastritis, ulceras, cancer de
estbmago, como antimicrobiano y para tratar lesiones en general (Arrieta et al.,
2003; Navarrete et al., 2005; Castillo-Juarez et al., 2007).

En la corteza de esta especie se han identificado terpénos y fendles como
los metabolitos activos responsables del efecto antiinflamatorio, gastroprotector,
cicatrizante y antimicrobiano (Arrieta et al., 2003; Navarrete et al., 2005; Castillo-
Juarez et al., 2007; Rosas, 2005; Castillo-Juarez et al., 2013). Para el extracto se
ha reportado actividad antiinflamatoria, cicatrizante y antimicrobiana de la corteza
en diferentes modelos experimentales in vitro e in vivo (Arrieta et al., 2003;
Navarrete et al., 2005; Castillo-Juarez et al., 2007), Asi Castillo-Juarez et al., 2013

recientemente publicé que el extracto de hexano presenta un mecanismo de
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acciéon antivirulencia del tipo inhibidor de sistema de percepcion de quérum (PQ)
en P. aeruginosa. Las propiedades medicinales de A. adstringens sugieren que el
extracto de hexano de la corteza puede ayudar en el tratamiento de lesiones
causadas por dafo térmico infectadas con P. aeruginosa. De tal manera, el
presente proyecto tiene como objetivo desarrollar un modelo de lesion por dafo
térmico e infeccion con P. aeruginosa en ratones, asi como la evaluacion del

posible efecto protector del extracto de hexano de la corteza de A. adstringens.
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2.- MARCO TEORICO

2.1 Amphipterygium adstringens “cuachalalate”.

La familia Anacardiaceae comprende aproximadamente 600 especies distribuidas
y 74 géneros, localizados en zonas tropicales de todo el mundo, con algunos

representantes en zonas templadas (Ding, 1978; Judd et al., 2002).

Amphipterygium adstringens es un arbol dioico de 5 a 10 m alto, tronco
torcido, corteza lisa con grandes escamas engrosadas y suberificadas pardo-
grisacea, con latex blanco astringente, de olor picante (Estrada, 1985) (Zamora-
Tirado, 2003). (Figura 1A). Hojas alterno espiraladas, oblongas u oblongo-
lanceoladas de 6 a 15 cm de largo, agrupadas en los apices de las ramas, haz
verde opaco y envés verde grisaceo. Las flores pueden estar solitarias o
agrupadas, ovario bicarpelar, seminiferos, Frutos nueces alargadas, amarillenta o
pardo rojizos, alados, 2.5 - 5.0 cm de longitud, semillas 1 a 2 aplanadas, 5.0 mm
de largo, sin endospermo, embrién grande (Standley, 1926; Hutchinson, 1973;
Martinez, 1987; Niembro, 1989; Martinez, 1992; Argueta et al., 1994). (Figura 1B).

Figura 1. A) Arbol de Amphipterygium adstringens. B). Frutos alados. Fotografias
tomadas en el municipio de “cerro colorado” en Guerrero por Maria del Rosario Hortensia
Gobmez Salgado y José Angel Beltran Gémez en 2015.

18




Amphipterygium es un género americano. Se distribuye desde México hasta el
Perd. En nuestro pais se localiza del pacifico desde Nayarit hasta Chiapas,
(Heywood, 1978; Stevens et al., 2001). Amphipterygium adstrigens es una especie
nativa de México se distribuye en los estados de Guerrero, Morelos, Michoacan,
Ciudad de México, Nayarit, Jalisco, Zacatecas, Puebla, Chiapas, Oaxaca
(Grayum et al., 2008). Esta especie habita en climas calidos, semicalidos y
templados con una temperatura media anual de 24.1°C, desde los 100 a los 3000
msnm. Crece en zonas perturbadas de bosque tropical caducifolio vy
subcaducifolio,matorral xeréfilo, bosque espinoso, bosque meséfilo de montafia y

bosque de pino-encino (Argueta et al., 1994) (Figura 2).

A

N

Pacifico
Golfo de

México

Figura 2. Mapa de distribucion de A. adstringens en México (Cuevas, 2005).
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2.1.2. Taxonomia.

De acuerdo con la base de datos APG Ill, 2009 la nomenclatura de

Amphipterygium adstringens es la siguiente:
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden  Rosanae

Orden Sapindales

Familia Anacardiaceae

Genero Amphipterigyum

Especie Amphipterigyum adstringens (Schltdl.) Standl.

Sindénimos Juliana adstringens (Schltdl.) Standl.(1843).
Hypopterygium adstringens Schltdl. (1843).

2.1.3. Uso etnobotanico

La importancia biolodgica y economica del Amphipterygium adstringens se basa en
el uso medicinal de su corteza principalmente. Se conocen aproximadamente 44
usos terapéuticos tradicionales, entre el destaca el tratamiento de ulceras
gastricas, cancer de estobmago, gastritis, pesadez estomacal y lesiones cutaneas.
También se ha registrado su empleo en infecciéon vaginal, fiebre puerperal, flujo
vaginal anormal, la inflamacion y la caida de la matriz y de ovarios. Otros usos se
encuentra el tratamiento de infecciones bucales como estomatitis herpética y
aftosa, dolor de muelas y para endurecer encias, es recomendado para tratar
enfermedades del higado y de la vesicula, asi como para la tifoidea. Para
padecimientos respiratorios como la tos, resfriado, tuberculosis y enfermedades

pulmonares. Otras propiedades que se le atribuyen son calmante, antibidtico,
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hipocolesterolsemiante, antiinflamatorio y algunos otros usos como son rozaduras

en los bebes, golpes, mordeduras o piquetes de animales venenosos, para tratar

infecciones renales, fiebre intermitente, paludismo, caida de cabello, manchas en

la piel, gangrena y diabetes (Hersch-Martinez, 1995; Argueta et al., 1994; Olvera.,

1999).

A continuacién se muestra el modo de empleo de la corteza de acuerdo al tipo de

padecimiento (Tabla 1).

Tabla 1. Modo de empleo de la corteza de Amphipterygium adstringens en distintos padecimientos.

PADECIMIENTO

EMPLEO DE LA CORTEZA

Gastritis y ulceras
gastrica

50g de corteza en un litro de agua y se toma como agua
de uso (Rojas,1986).

Ulcera gastrica

Junto con arnica en infusién, antes de cada alimento
(Baytelman y Avilés, 1981).

Gastritis

Junto con corteza de encino y “cancerina” en cocimiento.
Tomar una taza de té tres veces al dia (Rojas, 1986).

Infecciones vaginales,
caida de matriz y de
ovarios

El cocimiento se aplica en formas de lavados vaginales.

Heridas

Se lavan las heridas con la infusién. También puede
aplicarse el polvo formado por sobre la herida
directamente.

Pulmones y tos

Hervida y tomada como agua de uso

Rifones

Tomada diariamente junto con palo de tres costillas se
(Bayertelman y Avilés, 1981).

Raspaduras, cortadas

Se utiliza como sustituto de “merthiolate” se realiza la
extraccion con alcohol al 96% dejandose reposar por tres
dias para después filtrarlo (Magdaleno, 1987).
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2.1.4. Actividad de A.adstringens

Actividad antiinflamatoria. De acuerdo con (Ortega et al., 1999). El terpeno 3 a-
hidroximasticadiendnico present6 una actividad del 93% en la inhibicion de edema
en ratones, después de tres horas de haberse administrado el tratamiento a una
dosis de 10 mg/Kg . (Oviedo-Chavez et al., 2004) estudiaron el extracto de hexano
de la corteza y documentaron la actividad antiinflamatoria tanto en ratas Wistar
con edema en la oreja inducido por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13 acetato) y en
ratones CD1 con edema en la pata inducido con el reactivo carragenan. Los
resultados mostraron una actividad antiinflamatoria del 49.1% dosis dependiente,
utilizando el modelo con TPA, sin embargo, el extracto acuoso no fue activo
(Oviedo-Chavez et al., 2004). Mientras tanto utilizando el modelo de induccién con
carragenan, el extracto acuoso presento una mayor actividad antiinflamatoria que
el extracto de hexano con un 73.5% a una dosis de 100 mg/kg, contra 14.4%
respectivamente con la misma dosis. Los autores atribuyen que esto se debe a

que los extractos cuentan con diferentes mecanismos de accién antiinflamatoria.

Los terpenos acido masticadienonico y el 3a-hidroximasticaniendnico, bajo el
mismo modelo presentaron una actividad antiinflamatoria del 44% a 100 mg/kg,
actividad menor a los extractos crudos, lo que indica que existan mas compuestos
aun no identificados en el extracto que en conjunto actuan sinérgicamente
(Chavez et al., 2004).

Actividad cicatrizante. (Resenos, 2003).En un estudio con ratas Wistar se
midié el porcentaje de contraccidén de heridas, asi como el contenido de colageno
de lesiones tratadas con diferentes dosis de extracto de metanol (3, 10, 30 y 100
mgq). Los resultados no mostraron algun aumento en la velocidad de contraccion,
ni en la cantidad de colageno, pero si una mejor epitelizacion y remodelacion de la
cicatriz, lo que favorecio la mejoria de la herida evitando que en el tejido queden

marcas antiestéticas.
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Actividad antimicrobiana. E| extracto de metanol presenté actividad
bactericida en especies de Staphylococcus, Vibrio cholerae, Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Enterobacter aerogenes y E. agglomerans con
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) 0.125 - 2.0 mg/ml (Canales et al.,
2005). De igual manera, los medios preparados con la corteza molida (polvo)
tuvieron actividad antifungica, principalmente en la inhibicién del desarrollo del
micelio y la esporulacién del hongo Fusarium moniliforme, con una actividad del
60% en la reduccion del crecimiento micelial y un 40% en la reduccion de la
esporulacion (Luna et al., 2000). El extracto de hexano al igual que una mezcla de
acidos anacardicos muestran actividad bactericida sobre la bacteria Helicobacter
pylori, la cual es causante de la gastritis cronica activa, ulcera péptica y cancer

gastrico (Castillo-Juarez et al., 2007).

Asi mismo, el extracto de metanol presentd actividad antimicrobiana contra
patdogenos orales como Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, Candida albicans 'y Candida
dubliniensis. La cepa mas sensible fue S. mutans con un (CMI) de 0.125 mg/mL y
una concentracion minima bactericida (MBC) de 0.31 mg/mL; mientras que para
cepas de Candida mostré6 una (CMI) y (CMB) de 0.4 mg/mL y 1.6 mg/mL

respectivamente (Rodriguez-Garcia et al., 2015).

Inhibidor de sistemas de percepcion de quoérum bacteriano. La
resistencia a los antibidticos es un grave problema de salud publica que requiere
de nuevas opciones para el control de las infecciones bacterianas (Tegos y
Hamblin 2013). Una alternativa que se ha propuesto en afios recientes, es el
empleo de moléculas que inhiben la comunicacion bacteriana o sistemas de
percepcion de quérum (SPQ) (Galloway, 2012). Los SPQ regulan los factores de
virulencia en bacterias patdgenas, los cuales se expresan unicamente cuando se
alcanza un umbral relacionado con el numero celular (Tang y Zhang 2014). Los
SPQ son un proceso de comunicacidén bacteriana que depende de la densidad

celular. Esta comunicacién involucra la generacion de pequefias moléculas

23




difusibles llamadas autoinductores (Al), las cuales son producidos por una sintasa
y posteriormente son liberados al medio. Como consecuencia los (Al) se acumulan
en proporcion a la densidad bacteriana y una vez que alcanzan la concentracion
extracelular, una cascada de sefales de transduccién provoca cambios en la
expresion de genes, dando como resultado la iniciacion del comportamiento

patégeno de la comunidad de manera coordinada (Galloway, 2012) (Figura 3).

Figura 3. Componentes y mecanismo general del funcionamiento del Sistema de
Percepcion de Quérum (Tomado de Pérez-Lopez, 2015).

El modo de accion y blanco de las moléculas I-SPQ es distinto al de los
antibioticos, debido a que no actuan directamente eliminando a las bacterias, lo
que evita la aparicion de resistencia al no haber presion de selecciéon (Clatworthy
et al., 2007). Existen referencias que plantean que la inhibicién de la comunicacién
bacteriana via la interrupcién de los SPQ puede ser aplicado a bacterias
patdgenas, inclusive aquellas que causan infecciones nosocomiales como es el
caso de P. aeruginosa (Castillo-Juarez et al., 2015). Los SPQ de P. aeruginosa
coordinan entre otras funciones la expresion de factores de virulencia, como los

que se encuentran la produccion de piocianina (fenazina con actividad redox que
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presenta propiedades antimicrobianas y que es toxica para las células de
mamiferos, ya que genera especies reactivas de oxigeno y depleta los pozos de
NADPH, pioverdina (sideroforo que se encarga de captar e internalizar hierro),
rhamnolipidos (moléculas anfifilicas que son biosurfactantes implicados en el nado
tipo enjambre, la arquitectura de las biopeliculas, la disolucion de las membranas
de los hospederos) y elastasas (serin proteasas que rompen a la elastina una de
las proteinas principales de las fibras del tejido conectivo (Tan et al., 1999). El
SPQ en ésta bacteria regula la movilidad y la formacion de biopeliculas, las cuales
son agregados de células que se adhieren a otras y/o a una superficie mediante
una matriz de diversos polimeros extracelulares y estan implicadas en la
persistencia de infecciones cronicas, la resistencia a diversos tipos de estrés y la
produccion de moléculas de adhesion, proteasas, toxinas y sideroforos (Tan et al.,
1999). En estudios recientes, se ha publicado que el extracto de hexano y los
acidos anacardicos de A. adstringens inhiben la produccion de factores de
virulencia en P. aeruginosa como la pioverdina, rhamnolipidos y la actividad de

elastasa (Castillo-Juarez et al., 2013).

2.1.5 Estudios fitoquimicos de A. adstringens.

Para el de extracto de la corteza se ha reportado actividad antiinflamatoria,
cicatrizante y antimicrobiana de la corteza en modelos experimentales in vitro e in
vivo (Arrieta et al., 2003; Navarrete et al., 2005; Castillo-Juarez et al., 2007,
Castillo-Juarez et al., 2013). Sin embargo, el efecto antiinflamatorio,
gastroprotector, bactericida e I-SPQ de A. adstringens es atribuido principalmente
a la corteza en la que se han identificado basicamente moléculas terpénicas como
el acido masticadienonico y 3a-hidroximasticadienonico; y fendlicas tal es el caso
de los acidos anacardicos (INI, 1994; Rosas, 2005; Castillo-Juarez et al., 2013)
(Tabla 2).
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Tabla 2. Compuestos aislados de la corteza de Amphipterygium adstringens.

COMPUESTO

ESTRUCTURA

REFERENCIA

acido masticadienoénico

Navarrete et al., 2006

acido 3a- hidroximasticadienénico

Navarrete et al., 2006

acidos anacardicos

OH

Mata et al., 1991

2.2. Resistencia bacteriana a los antibiéticos.

Las complicaciones clinicas provocadas por P. aeruginosa representan un

problema de salud grave no solo en México sino a nivel mundial, al ser un

patdgeno con una capacidad intrinseca de tolerar dosis masivas de antibidticos y

desinfectantes, asi como con una notoria habilidad para adquirir o desarrollar

mecanismos de resistencia contra nuevos antimicrobianos (Lambert, 2002).

La mayoria de las cepas de P. aeruginosa soportan altas dosis de [-

lactamicos, quinolonas y aminoglucosidos, pues utilizan betalactamasas, tienen

baja permeabilidad de la membrana externa y las mutaciones en porinas que

evitan la entrada de los antibi6éticos o la activacion de bombas proteina-mex

(Lambert, 2002).
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2.3. Quemaduras y P. aeruginosa

La asociacion americana de quemaduras estima que tan solo en los Estados
Unidos son tratados aproximadamente 500,000 individuos por lesiones termales
en los ultimos afos, resultando en la muerte de 4000 de ellos (American Burns
Association 2007). En México, las quemaduras se reportaron dentro de los cinco
primeros lugares en la etiologia de infecciones nosocomiales (Direccion General
de Salud Publica de México, 2004). La Organizaciéon Mundial de la Salud registra
que el 90% de las quemaduras ocurre en paises en vias de desarrollo, y se estima
la muerte del 100% cuando las lesiones son mayores al 40% en la totalidad del
cuerpo (Potokar et al., 2008). El 75% de los decesos de los pacientes quemados
se debe principalmente a infecciones no controladas, primordialmente por cepas

resistentes a antibioticos (McManus et al., 1985).

P. aeruginosa es una bacteria que se establece en lesiones y se asocia con
la muerte del mas del 75% de los pacientes con quemaduras mayores (McManus
et al., 1985). Fue aislada por primera a partir de muestras ambientales por
Schroeter en 1872. Las colonias de P. aeruginosa son pigmentadas, y su hombre
deriva de la palabra aeruginoso (aeruginous) que significa el “color del cobre
oxidado”, debido al caracteristico color azul-verdoso que presentan las colonias

por la produccion de pigmentos (Palleroni, 1992).

2.4. Percepcion de Quérum en P. aeruginosa.

La PQ es un proceso de comunicacion bacteriana dependiente de la densidad de
bacterias presentes, este proceso implica pequefias moléculas sefal que activan
la expresion de numerosos genes que controlan diversas funciones como la
bioluminiscencia, factores de virulencia, la formacién de biopeliculas vy
esporulacion por nombrar algunas. Desde que se sabe que la PQ es responsable
de la produccion de factores de virulencia en bacterias clinicamente relevantes, la
inhibicion parece ser una estrategia prometedora para controlar la patogenicidad
bacteriana (Ashima, et al., 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Sistema de percepciéon de quérum, componente central de multiples funciones
en las comunidades bacterianas. Tomado y modificado de (Ashima et al., 2013).

La patogenicidad de P. aeruginosa es atribuida a la produccion de factores de
virulencia que incluyen exotoxina A, exoenzima S, elastasas (Las A y Las B),
proteasa alcalina y fosfolipasas C (Berk et al., 1981; Gilligan, 1991; Homma, 1980;
Nicas et al., 1985).Estas son reguladas por PQ que es un mecanismo que la
bacteria usa para asegurar el suficiente numero de estas para provocar una
respuesta biologica a un estimulo externo. Esto incluye la expresiéon de un gran
numero de genes que permiten a la bacteria trabajar en uniéon durante la
interaccidn microbio-microbio u hospedero-microbio (Williams et al., 2007) El
sistema de PQ involucra la generacion de moléculas sefial, en donde los genes
Las |y Rhll codifican a las sintasas responsables de la produccion de moléculas
N-acyl homoserin lactonas. La acumulacion de éstas moléculas sefal en el medio
a cierto umbral de concentracién induce el reconocimiento hacia un receptor (ya
sea Las R o RhIR) y la expresion de varios genes relacionados con la colonizacién
en la infeccion (Miller y Bassler 2001) (Figura 5). Mediante este proceso las
bacterias regulan actividades como los factores de virulencia, formacion de

biopeliculas, luminiscencia y transferencia de DNA entre otras.
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Figura 5. Mecanismo de sistema de percepcion de quérum. Tomado y modificado de
(Pérez, 2015).

2.5. Modelos animales infectados con P. aeruginosa.

Algunos modelos animales que incluyen al nematodo Caenorhabditis elegans, |la
mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y al pez cebra (Danio rerio) han sido
empleados para definir el papel que juega la virulencia en la patogenicidad de P.
aeruginosa (Castillo-Juarez et al., 2015). Sin embargo, el uso de modelos con
roedores sigue siendo el sistema mas importante por las similitudes fisioldgicas
con los seres humanos. Existen diferentes protocolos propuestos y empleados
para determinar la participacion de SPQ y la patogenicidad de P. aeruginosa y que

se mencionan a continuacion (Bjarnsholt et al, 2010; Papaioannou et al, 2013).

En el modelo de infeccion por cuerpo extrario se implanta un fragmento de
silicon previamente inoculado con P. aeruginosa en la cavidad peritoneal del ratén
(Bjarnsholt et al., 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Modelo de infeccion del implante tomado y modificado de (Bjarnsholt et al,
2010).

Este modelo es principalmente empleado para determinar la participacion del SPQ
en la formacion de biopeliculas y en el que se ha visto que mutantes AlasR/rhiIR se
eliminan del implante en las primeras 7 horas comparadas con la cepa PAO1WT.
Aunque existen diferencias en la cepa de ratdon empleada, ya que en Balb/c la
cepa PAO1 declina la infeccion dentro del implante 21 horas después, mientras
que con la cepa NMRI se sigue manteniendo, ademas de que muestra un
incremento de 108 U.F.C a las 15 h (Christensen et al, 2007).

Con el modelo de cuerpo extrano, se ha determinado el efecto de la limpieza
de los implantes por parte de la furonona C-30 (Figura 8A) cuyo blanco son
diversos activadores transcripcionales de la familia LuxR (Hentzer, et al., 2003).
Administrado intraperitonealmente este metabolito mostr6 una significativa
reduccion de la presencia de PAO1 en los implantes, comparados con el grupo
control (Christensen et al., 2007). Un efecto positivo también se observa en el
modelo de infeccion pulmonar en ratones (Figura 7) y junto con la furanona C-56
(Figura 8B) aceleraron la eliminacion de la bacteria en los pulmones, reduciendo la

severidad del dafio y aumentando la supervivencia de los ratones (Song 2004).
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Figura 7. Modelo de infeccion pulmonar. (Tomado y modificado de Bjarnsholt et al.,
2010).

El ajoeno sintético (Figura 8C) presenta atenuacion de diversos factores de
virulencia regulados por SPQ de P. aeruginosa. En el modelo de infeccion
pulmonar en ratén infectado con PAO1, la administracion profilactica de dos dias y
durante el periodo de experimentacioén, redujo las U.F.C. en los pulmones de los

animales tratados, (Jakobsen, et al, 2011).

Otro modelo empleado para estudios de PQ y virulencia en P. aeruginosa es
el de lesion por dario térmico desarrollado por Stieritz y Holder (Stieritz y Holder,
1975). Este modelo consiste en producir una quemadura de tercer grado en la
parte dorsal de los ratones con agua a 90°C y posteriormente una inoculacién de
P. aeruginosa. Empleando la mutante P. aeruginosa PAO1-R1 (AlasR), se observé
una disminucion de la bacteria en su capacidad de diseminacion al sistema, asi
como en la dispersion en la lesion en estadios tempranos (Rumbaugh, 1999).
También, los ratones infectados con Arhll mostraron una supervivencia del 70%
(Lesic et al., 2007). Del mismo modo, la virulencia se redujo con PAO1 AlasR,
Alasl, o Arhll registrando. EI mayor efecto lo registro la doble mutante Alas/-rhll
que disminuy6 la mortalidad de los animales en un 87.6% y se redujo el numero
de U.F.C en lesion, higado y bazo, se retrasé la dispersion de la infeccion de la

lesion en estadios tempranos, hasta por 16 horas (Rumbaugh, 1999).El modelo de
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quemadura, la administracién intravenosa de 6FABA, 6CABA y 4CABA ,
restringen la diseminacion sistémica de la cepa PA14, asi como la muerte de los
animales de un 30 al 50% . El acido 2-amino-6-chlorobenzoico (6 CABA), acido 2-
amino-6-fluorobenzoico (6 FABA) y acido 2-amino-4-chlorobenzoico (4 CABA)
(Figuras 8 D-F), derivados halogenados del acido antranilico, tienen como blanco
la inhibicion de la biosintesis de autoinductores y el bloqueo de la expresidon de
genes dependientes de MvfR (Lesic et al., 2007).
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Figura 8. Estructuras inhibidoras de percepcion de quérum evaluadas en modelos
animales con infeccién de P. aeruginosa. A: furonona C-30. B: furanona C-56. C: ajoeno
45,9, -trithiadodeca-1,6,11-trieno-9-oxido. D: acido-2-amino-6-chlorobenzoico. E: acido -2-
amino-6-fluorobenzoico. F: acido 2-amino-4-chlorobenzoico. Tomado y modificado de
Castillo Juarez et al., 2015.

Con respecto al modelo de lesién por dafo térmico, en ratones e infeccién con P.

aeruginosa existen variantes (Tabla 3).

Como el uso de distintas cepas bacterianas, y de ratones, cantidad de inéculo
bacteriano, asi como el tamano en el area de lesidbn y porcentajes de

supervivencia.
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Tabla 3. Analisis comparativo de las condiciones empleadas en estudios previos que
emplean el modelo de lesion por dafio térmico.

Cepa, edad, sexo y

Rumbaug et al.,

1999.

Swiss webster,

DelLeon et al.,
2009.

Swiss webster,

Lesic et al.,
2007.

CD 1,

En este estudio.

CD1,

infeccién y daio

en lesion, higado y

en lesion, higado y

bacterias en

peso del ratén adultos”, 6 - 8 semanas, 6 semanas. 4-6 semanas,
hembras, hembras, hembras,
20-24g. 17-20g. 20-30g.
Area de lesion 45x1.80m a5x180om | e T3 om
Superficie total (%) 15 15 5al8 6.6
Cepa P. aeruginosa PAO1 PAO1 PA14 PA14 y ALasR
Tiempo del
experimento 5 dias 7dias | 3-10 dias
U.F.C.
2x102y 3 x 10?2 2x102y 2 x 10° 5X 10° U.F.C. 1x107
% de muertes
. .z 94 al 100% 82 al 90% 90% 70-100 %
debido al inOculo
Terapia de
0, .2
remplazamiento de 0.8 ml de NaCl al 0.9% 0.8 ml de lactato de 0.1ml de solucién Hartman.
. Ringers. | ——memememeeee
fluidos
Muerte 48 h a 5 dias pos- 24 h a 7 dias post 48 h a 5 dias post infeccion
postinfeccién. infeccion infeccion | -
Evaluacion de Cantidad de bacterias Cantidad de bacterias Cantidad de Cantidad de bacterias en

lesién e higado.

bazo. bazo. lesién, higado
y bazo.
Metabolito Mutantes en genes de Maltonato de galio. 4 -CABA Yy 6- Extracto de hexano
evaluado PQ de P. aeruginosa (antipatogénico) CABA, 6- Sulfadiazina de plata
FABA.
Vehiculo PBS PBS PBS:etanol Tween 80

U.F.C. =unidades formadoras de colonias, CABA=acido-amino-clorobenzoico, PBS= amortiguador
de fosfatos, FABA= Acido amino Fluorobenzoico.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las complicaciones clinicas provocadas por Pseudomonas aeruginosa
representan un grave problema de salud en el nivel mundial. Al ser un patégeno
que tolera dosis masivas de antibidticos y desinfectantes, son muy comunes los
brotes de cepas multiresistentes y panresistentes en los centros hospitalarios,
donde en muchas ocasiones ya no hay antibiéticos que las puedan eliminar
(Lambert, 2002). En las quemaduras es muy comun la aparicion de infecciones
bacterianas, de cepas resistentes a los antibidticos que provocan que los
pacientes mueran por infecciones no controladas, mas que por las lesiones.
México es una fuente importante de plantas medicinales que han sido empleadas
por muchos siglos para aliviar enfermedades dentro de la poblacién. Entre las
especies utilizadas para combatir infecciones y lesiones es Amphipterygium
adstringens, cuya corteza es ampliamente comercializada en México, la cual
cuenta con distintos estudios en los que se ha corroborado e identificado
metabolitos activos con propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes y antibioticas
(Arrieta et al., 2003; Navarrete et al., 2005; Castillo-Juarez et al., 2007). El extracto
de hexano de la corteza es rico en los compuestos activos como los triterpenos y
fenoles de cadena larga. Se reporté que el extracto de hexano, asi como una
mezcla de acidos anacardicos presentes en la corteza también exhiben actividad
inhibidora de sistemas de PQ en P. aeruginosa (Castillo-Juarez et al, 2013). Estas
propiedades sugieren un gran potencial de la corteza para ser empleada en el
tratamiento de quemaduras infectadas por P. aeruginosa. Este estudio desarrollo
un modelo animal de lesion por dano térmico e infeccién por P. aeruginosa en
ratones, para evaluar el efecto protector del extracto de hexano de la corteza de A.

adstringens.
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4. HIPOTESIS

Si el extracto de hexano de la corteza de Amphipterygium adstringens
contiene metabolitos con propiedades antiinflamatorias, cicatrizantes y
antibacterianas, ademas de presentar un mecanismo de accién antivirulencia del
tipo inhibidor de sistema de percepcion de quérum en P. aeruginosa,

contrarrestara el dano causado por las quemaduras infectadas con esta bacteria.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Disefiar un modelo de lesion por dafo térmico e infeccion con P. aeruginosa en
ratones para evaluar el efecto inhibidor del extracto de hexano de la corteza de A.

adstringens en el laboratorio de Fitoquimica del Colegio de Postgraduados

(Campus Montecillo).

5.2. Objetivos particulares

- Obtener el extracto de hexano de la corteza de A. adstringens por

extraccion continua empleando el método Soxhlet.

- Identificar en el extracto de hexano acidos anacardicos vy triterpenos (acido

masticadiendnico y 3 a-hidroximasticadienonico).

- Evaluar el efecto del extracto de hexano en la supervivencia de ratones con

lesiones causados por dafio térmico e infectadas con P. aeruginosa.

36




6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencién del material biolégico.

El material biolégico (corteza de A. adstringens) se obtuvo de un mercado de
plantas medicinales, localizado en el estado de Morelos. La corteza fue
transportada hasta el laboratorio en bolsas de plastico, se secaron en una estufa a
60°C por 48 horas. Posteriormente la corteza fue fragmentada en trozos de 1 a 5

cm con ayuda de un martillo.

6.2 Obtencion del extracto de hexano de la corteza de A. adstringens.

Se pesaron 40 g de corteza y se depositaron en un cartucho de papel filtro
(Whatman 4), posteriormente se sometié a un proceso de extraccion continua
empleando el método Sohxlet, por ocho horas en reflujo a una temperatura
aproximada de 60° C con hexano (J.T. Baker) (Ixtaina et al., 2011). Transcurrido
este tiempo se eliminé el hexano mediante un evaporador rotatorio (BUCHI-R114,

Switzerland) a 40°C y se determiné el rendimiento.

6.3 Identificacion de material biolégico.

Se realiz6 la identificacion de material bioldgico mediante el uso de cromatografia
en capa fina (CCF) y estandares de referencia de los acidos 3a-
hidroximasticadienonico y una mezcla acidos anacardicos. Se utilizaron diversos
sistemas de elucidon con hexano/acetato de etilo y placas de aluminio de silica gel
de 0.25 mm de espesor con soporte de aluminio (TLC silica gel 60 F2s4 Merck).
Las placas se visualizaron con luz ultravioleta (onda corta, 254nm y onda larga a
360 nm) y fueron reveladas con vainillina 2%, H2SO4 10% en etanol y se calento

hasta la visualizacién completa de los compuestos.
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6.4 Cepas bacterianas

Se utilizaron dos cepas de P. aeruginosa una silvestre (wild type) PA14 y una cepa
mutante denominada A LasR, ambas fueron donadas por el Dr. Rodolfo Garcia
Contreras de la Facultad de Medicina, UNAM (Figura 9).

Figura 9. Cepas de P. aeruginosa PA14 WT (izquierda) y mutante de PA14 AlLasR
(derecha). En la que se aprecia una menor produccion de pigmentos.

6.5. Animales.

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 con una edad de 4 a 5 semanas
provenientes del Bioterio General de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Los animales fueron
trasladados y mantenidos en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
siguiendo las indicaciones de la NOM-062-ZOO-1999 para manejo y uso de

animales de laboratorio.

Para evitar o reducir la Infeccion por bacterias externas en las lesiones se
mantuvieron en un cuarto de experimentacion de 4 por 3.80 m, el cual se
encuentra aislado de corrientes de aire, ademas de contar con un sistema de
extraccion (Figura 10). Las jaulas y demas equipamientos se lavaron con cloro al
10%.
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Se mantuvieron en jaulas de plastico con un maximo 12 animales por jaula (32 x
47 x 20 cm), con alimentacién estandar, ciclos de luz oscuridad de 12 horas y

camas de aserrin estéril. (Figura 10).

Figura 10. A) Cuarto de experimentacion del Laborario de Fitoquimica del Colegio de
Postgraduados. Campus Montecillo. B) Jaulas de (32 x 47 x 20 cm) con animales.

6.6. Inoculo bacteriano.

Las cepas fueron cultivadas en medio LB (Luria-Bertani). Se prepard un preinéculo
colocando una colonia en tubos falcon con 10 mL de medio, los cuales se
incubaron por 24 horas a 32°C y 150 rpm.Transcurrido este tiempo los cultivos se
ajustaron a una absorbencia de D.O.ssonm = 0.1 (que equivale a 108 U.F.C./mL)
empleado 200uL de indculo y placas multipozo de 96 pozos estériles (Corning

Costar).

Posteriormente, 1 mL del indculo se centrifugd a 15,000 r.p.m., por 5 minutos
en una centrifuga (Microfuge E BECKMAN, USA). Se decanto6 el sobrenadante y
se realizaron dos lavados con PBS estéril a la pastilla bacteriana, la cual se
homogenizé en 1 ml de PBS estéril y se realizaron diluciones seriales 1/10, hasta

1x107°, que fue la dilucién administrada a los animales.

Para determinar el numero de unidades formadoras de colonias (U.F.C.) se
utilizé la metodologia de cuenta viable (Reynolds, 2013). Del inéculo final, se
tomaron 100 pl y se realizaron diluciones seriales 1/10 en volumenes de 900 pl en

PBS estéril hasta 1x10'°. Se sembraron 20 ul de las diluciones pares en una
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placa de LB dividida en 5 regiones, las cuales se incubaron 37°C por dos dias. Se
cuantificé el numero de colonias y se calcularon las diluciones que tuvieran el
intervalo de 30 a 300. Para el céalculo de las U.F.C. que se inocul6 a los ratones,
se emplearon las siguiente formulas: numero de colonias x factor de dilucién =
U.F.C./ 20 pl y después 300 pyL x U.F.C./ 20 ul entre 20 yl = numero de
U.F.C./raton.

6.7. Modelo de infeccion de P. aeruginosa en lesiones producidas por daio

térmico.

Los animales fueron anestesiados 24 h antes de inducir la lesion y rasurados con
una rasuradora eléctrica (WAHL CLIPPER), el exceso de pelo fue eliminado con

una navaja (Figura 11).

Figura 11. Muestra el dorso de los animales en los que se elimin6 el pelo y donde se
indujo el dafio térmico.

Los ratones fueron anestesiados mediante una inyeccién intraperitoneal de
pentobarbital sodico, (PISABENTAL, PiSA) a una concentracion de (63 mg/mL).Se
administraron 0.35 ml por cada 20 g de peso de una solucion diluida 2.06 mg/ml
(Figura 12). Posteriormente los ratones fueron colocados en un templete metalico

el cual tiene una abertura de (1 x 2 cm) para exponer la zona dorsal afeitada en
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agua destilada a 90°C por 10 segundos y producir asi una lesion por dafo térmico.

El dano provocado produce una quemadura de tercer grado (DeLeon et al., 2009).

Después del procedimiento los animales son mantenidos en una fuente de calor

(calentador eléctrico) para evitar la muerte por hipotermia debida a la alta dosis del

anestésico empleado.

Figura 12. Anestesia; inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico.

6.7.1. Reemplazamiento de fluidos.

La terapia de reemplazamiento de fluidos consiste en una inoculacion

subcutanea de 0.1 mL de solucién Hartman o Lactato de sodio estéril (solucion

HT, PiSA). Dicha solucién fue administrada inmediatamente después de provocar

la quemadura.

6.7.2. Infeccion.

Los ratones fueron infectados por una inoculacidén subcutanea en la lesién

de 0.1 mL de indculo bacteriano 10° U.F.C. (diluciéon del indculo bacteriano 1x10)

de la cepa P. aeruginosa PA14WT, asi como la cepa mutante de PA14 ALasR

(Figura 13).
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Figura 13. Inoculacién bacteriana. Se realizé mediante la inyeccion subcutanea de 0.1 mL
en la zona de la lesién minutos después de haberla inducido.

6.7.3. Tratamientos

Se realizaron tres ensayos independientes con una n= 6 animales. La via de
administracién de los tratamientos fue tépica, con apoximadamente 0.5 mL de las
muestras a evaluar y una sola aplicacion cubriendo en su totalidad el area
afectada. Se utilizaron el extracto de hexano de la corteza de A. adstringens a
55.3 mg/mL diluido en tween 80 (vehiculo) y como control positivo sulfadiazina de
plata. Ademas, se emplearon como controles negativos un grupo sin tratamiento y
otro con el vehiculo. Se monitoreo el estado general de los animales y se registré
la mortalidad durante 12 dias que fue el tiempo maximo de experimentacion. En la

figura 15 se muestra un diagrama que resume la metodologia empleada.

Figura 14. Aplicacion topica del extracto de hexano en la lesion.
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6.7.4. Aislamiento de P. aeruginosa en animales infectados.

U.F.C./g de tejido: Para la lesién se diseccion6 toda el area lesionada. Una cuarta
parte se pesd y homogenizé6 en 5 mL de PBS estéril con ayuda de pinzas de
diseccion. También, se homogeniz6 aproximadamente 1 gr del higado en 5mL de
PBS estéril. Para ambas muestras, se tomaron 10 ul para realizar disoluciones
seriales 1/100 (10 pL + 990 yL PBS) hasta 1x 10"'. Posteriormente se sembraron

10 ul de cada dilucion, en cajas de agar Muller-Hinton con cinco divisiones.

Las placas se dejaron crecer 72 h a 37° C y se identificé la presencia de colonias
de P. aeruginosa mediante la produccion de los pigmentos piocianina y pioverdina,

asi como por su fluorescencia con luz ultravioleta.

6.8. Analisis estadistico

Las graficas del porcentaje de superviviencia, se procesaron en Excell y el test de
U-Man Whitney (0=0.05) en el software SPSS version 15 (SPSS for Windows,
Chicago, SPSS Inc.).
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7. RESULTADOS

7.1.- Obtencion del extracto de hexano e identificacion de la corteza de A.
adstringens.

Mediante extraccion continua se obtuvo el extracto de hexano. La identificaciéon
del material biologico se realizé mediante un analisis por CCF de los principales
metabolitos activos presentes en el extracto de hexano, como son los triterpenos
acido masticadienodnico, 3a-hidroximasticadiendnico y los acidos anacardicos
(Figura 16).

A B
-
.
AMD 3a EHref EH AA EH

Figura 16. Cromatoplacas de estandares de referencia y extractos hexanicos eluidos en
un sistema hexano/acetato de etilo 6:4. A) Revelada con vainillina/acido sulfurico: AMD =
acido masticadienodnico, 3a = acido 3a-hidroximasticadienonico, EHref = extracto de
hexano de referencia y EH = extracto de hexano empleado en este estudio. B) Estimulada
con luz uv de 365 nm. AA = mezcla de acidos anacardicos.

Se identificaron el acido masticadiendnico y el 3a-hidroximasticadienénico (Olvera
et al, 1999; FEUM, 2001; Oviedo-Chavez et al., 2004), al igual que presenté el
mismo patrén cromatografico del extracto de hexano de referencia. (Figura 16A).
También, se identificé la presencia de acidos anacardicos, en una sefial en forma
de “cohete” indicando su caracter acido, asi como emite fluorescencia cuando se
estimula con luz ultravioleta debido a las dobles ligaduras del anillo aromatico
(Castillo-Juarez et al., 2013) (Figura 16B).
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7.2. Modelo de lesion por dano térmico en ratéon e infeccion con P.
aeruginosa

Se disend un sistema para inducir una lesion de tercer grado por dafo térmico de
1 por 2 cm en la parte dorsal de los animales con agua a 90°C. El material
utilizado en el modelo de lesién por dano térmico empled un recipiente de aluminio
de 15 cm de profundidad y un diametro de 30 cm, al cual se afnadié en el interior
una resistencia eléctrica con la finalidad de que pueda calentar agua por encima
de los 90°C (Figura 17 A y B). Con el mismo material se moldeo una placa
metalica que sirvié para exponer la zona del animal donde se iba a producir la
lesién. Esta estructura mide 19 cm por 6.5 cm con una pestafia de 3 cm en la
periferia para evitar la entrada de agua a la parte superior (Figura 17C). Ademas,
en la parte media cuenta con una abertura de 1 por 2 cm la cual es recubierta con
plastilina epoxida para generar una cavidad de 1.5 cm (Figura 17 C y D). También,
el templete cuenta con dos soportes a los lados con la intencion de poder

manipular la placa (Figura 17D).

El sistema también cuenta con una lamina de 2 cm con un orificio en el extremo
donde se puede colocar el termdmetro para monitorear la temperatura del agua
(Figura 18 Ay B).

Empleando este sistema se provocaron lesiones homogéneas de 1 por 2
cm, las cuales al cabo de unos minutos de haber inducido el dafio presentan un
abultamiento, endurecimiento y cambio de color de rosa a blanco (Figura 18D).
Con 0.9 mL de anestesia los animales se mantienen sedados el tiempo en que se
lleva acabo el procedimiento, por lo que se logra reducir al maximo las molestias.
Por otro lado, se emple6 una dosis alta de anestésico para reducir el sufrimiento
de los animales, sin embargo, la substancia activa induce hipotermia. Para evitar
la muerte de los animales debida a este fendbmeno, después del procedimiento se

mantuvieron en una camara con un calentador eléctrico. Con esta metodologia se
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logré inducir una quemadura de tercer grado y reducir al 100% la muerte de los

animales debida al procedimiento.

15cm

D)

Figura 17. A) Diseno del equipo para producir lesiones por dafio térmico, B) Recipiente
con resistencia eléctrica (calentamiento de agua) C) Placa metalica con abertura de 1 por
2 cm (exposicion del area a lesionar), D) Soportes laterales.
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Figura 18. A) Modelo de quemadura. B) Procedimiento de lesiéon por dafio térmico. Se
expone la parte dorsal afeitada en la abertura de la placa metalica (agua destila a 90°C
por un lapso de 10 segundos. C) Area expuesta D) Ratones con quemadura de tercer
grado después del procedimiento. E) Aplicacién tépica del extracto de hexano.

Otro factor clave para evitar la muerte durante el procedimiento fue lograr
exponer unicamente la zona donde se queria inducir la lesion, sin embargo, en
algunos ensayos previos registrabamos muerte de los animales debido a que el
calor afectaba 6rganos internos cercanos a la zona de exposicion. Para evitar
esto, se disefid una capa gruesa de plastilina epdxida con una cavidad en la placa
metalica. (Figura 18C). Con esto se pudo reducir el dafio a otras zonas de la piel

del animal, asi como a érganos internos.
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7.3. Supervivencia de ratones infectados via intraperitoneal con P.
aeruginosa.

Para determinar la capacidad patdgena de las cepas de P. aeruginosa se inocul6
via intraperitoneal diferentes U.F.C. de la cepa PA14WT. Bajo esta condicion se
presentd una relacidon dosis respuesta, en la que se induce la muerte del 100 % de
los animales a las 24 h con 1X10' U.F.C. y a las 48 h con 1X10° U.F.C. (Figura
19).
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Figura 19. Porcentaje de supervivencia de ratones infectados intraperitonealmente con
distinta carga bacteriana (U.F.C.) de P. aeruginosa PA14WT. n= 6 animales.

Los animales fueron sacrificados 96 h después de iniciado el ensayo. Para el caso
de indéculo de 1X10” U.F.C se registré una supervivencia del 70%, mientras que,
todos los animales inoculados con 1X10% U.F.C sobrevivieron. Cabe sefalar que
el estado general de los animales sobrevivientes fue bueno, presentaron movilidad
y no se observaron pérdida de apetito o piloereccion. Caso contrario a los que no
sobrevivieron en las primeras horas después de la inoculacion, los cuales

presentaron piloereccion, reducen su movimiento y alimentacion.
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7.4. Supervivencia en ratones con lesidn producida por dano térmico e
infeccién con P. aeruginosa.

Para determinar la capacidad de P. aeruginosa para infectar e inducir la muerte de
los animales en el modelo de lesidbn por dafo térmico, se inoculd via
intraperitoneal diferentes U.FC. en dos cepas, una WT y una cepa mutante
(ALasR) que tiene deletado el gen LasR que codifica para el receptor de una N-
acyl homoserin lactona involucrada en el proceso de PQ y la produccién de
factores de virulencia (Miller y Bassler 2001). En general esta cepa esta reportada
en estudios previos causa un menor dano y muerte en varios modelos de infeccién

de P. aeruginosa en ratones (Rumbaugh, 1999).

Se evaluaron la mortalidad en los animales con lesion de dafo térmico e
infeccion de P. aeruginosa, y se determinaron las condiciones experimentales se
presentaba un menor dafo con la cepa mutante como se ha reportado
previamente. De igual manera, se utilizaron dos dosis bacterianas, una con un
inoculo de 1X108 U.F.C y una mas alta con 1X108 U.F.C., esto considerando los
valores de supervivencia de la figura 19. Una diferencia importante es que para
este ensayo se realizo la inoculacion subcutaneamente en las lesiones producidas

por dafio térmico en los ratones.

Con ambas dosis bacterianas se registré6 un porcentaje de muerte de los
animales, No obstante con 1X108 U.F.C. via intraperitoneal no causo la muerte de
los animales (figura 19), la inoculacion subcutanea en la lesion induce la muerte
del 50% con la cepa WT (Figura 20A). Esta misma situacién se presento con el
indculo de 1X108 U.F.C. en el que la lesion favorece a la colonizacién e infeccién
de P. aeruginosa ya que se registro el 100% de mortalidad a las 120 h con la cepa
WT (figura 20B), comparado con el 80% a esa misma dosis bacteriana pero

administrada intraperitonealmente (Figura 19).
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Figura 20. Porcentaje de supervivencia en ratones con lesién producida por dafio térmico
e infectados via subcutanea con cepas de P. aeruginosa PA14WT (linea azul) y ALasR
(linea anaranjada), A). Con un inéculo bacteriano de 1X10% U.F.C. y B). Con un indculo
bacteriano de 1X108 U.F.C. n = 4.
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Con ambas dosis bacterianas se registr6 una menor mortalidad de los animales
infectados con la cepa mutante, confirmando que con nuestro modelo y bajo
nuestras condiciones experimentales se pueden detectar diferencias en la
disminucién de virulencia. Cabe sefalar que una diferencia importante con
estudios previos en los que se reporta el uso de modelos de lesion por dafo
térmico con ratones (Rumbaug et al., 1999; Lesic et al., 2007; DelLeon et al.,
2009), en nuestro modelo el indculo bacteriano utilizado para lograr el 100% de
mortalidad en los animales es mas alto y destaca que el tamafio del area

lesionada es menor (Tabla 1).

Posteriormente, para corroborar que la muerte de los animales se debia a la
presencia de P. aeruginosa, se realizd el aislamiento de las lesiones y los higados
de los animales que murieron. Con esto se demostr6 la presencia de P.
aeruginosa tanto en la lesion como en el higado lo que nos confirmé que la muerte
fue causada por la diseminacion de la lesion hacia el sistema sanguineo y otros

organos (Figura 21).

A) B)

Figura 21. Placas de agar LB en el que se muestra la presencia de P. aeruginosa
PA14WT aislada de ratones infectados y que muestran la produccion de pigmentos como
son piocianina y pioverdina caracteristicos de esta especie. A) Lesion y B) Higado
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7.5. Efecto del extracto de hexano en la supervivencia de ratones con

lesiones provocadas por dafo térmico e infectadas con P. aeruginosa.

Se evalué el efecto sobre la supervivencia del extracto de hexano de la corteza de
“cuachalalate”, para el cual se compardé con el efecto de sulfadiazina de plata
medicamento ampliamente utilizado en la clinica para tratar quemaduras, cuyo
principal modo de accidén es su efecto bactericida. Bajo las condiciones
experimentales empleadas en este estudio no se registr6 un efecto
estadisticamente significativo en la reduccién de la mortalidad en los animales
tratados con el extracto de hexano (Figura 22). Sin embargo, este mismo efecto se
registro en el grupo tratado con sulfadiazina de plata. En ambos tratamientos se
registr6 una supervivencia entre el 50 y 60%, valores similares a los controles

negativos (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de supervivencia en ratones lesionados e infectados con 107 U.F.C
de P. aeruginosa PA14K. Se realizaron tres experimentos independientes con n= 6
animales.
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8. DISCUSION

Uno de los principales atributos que se ha buscado en los productos naturales es
su capacidad antibiotica, no obstante, el gran problema que se tiene en la
actualidad es la seleccion y constante surgimiento de cepas resistentes a este tipo
de moléculas. La existencia de cepas multiresistentes (al menos a tres tipos de
antibidticos) y panresistentes (a todos los antibidticos empleados para su
tratamiento) cuya presencia va en aumento, representa un gran riesgo que de no
ser abordado con mecanismos de accion alternos al de los antibiéticos, no podra
ser controlado en un futuro proximo (Casellas, 2011). En la actualidad se estan
buscando otros mecanismos de accion que solucionen el problema de manera
definitiva. Una propuesta, es el empleo de moléculas que inhiben la comunicacion
bacteriana o de manera mas precisa SPQ (Lesic et al, 2007; Rice et al., 2008;
Gospodarek et al., 2009; Lowery et al., 2009).

Los SPQ representan un nuevo enfoque para el tratamiento de infecciones
bacterianas, porque el mecanismo de accion es distinto al de los antibidticos
conocidos, ya que no actuan eliminando directamente a las bacterias, situacion
que evita que se genere una presion de seleccion y se desarrollen mecanismos de
resistencia (Lesic et al, 2007). La idea de cdmo estas moléculas inhibidoras del
SPQ pueden contrarrestar la infeccion sin tener un efecto directo en la viabilidad
de las bacterias, es que una vez inhibido el SPQ, se frena la produccién de
factores de virulencia (entre otros fendmenos mas involucrados en el dafio como
son la formacién de biopeliculas o el nado), permitiendo que el huésped se
recupere y sea el sistema inmune quien se encargue de contrarrestar la infeccion
(Lesic et al, 2007; Rice et al., 2008; Gospodarek et al., 2009; Lowery et al., 2009).

Algunos autores plantean que el inhibir la comunicacién bacteriana via la
interrupcién de los SPQ, puede ser aplicado a bacterias que causan graves
problemas de infecciones de tipo nosocomiales, como es P. aeruginosa (Lesic et
al., 2007; DeLeon et al., 2009).
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Se ha demostrado que los extractos de A. adstringens y compuestos obtenidos de
la corteza tienen capacidad antiinflamatoria, antiulcerogastrica, citotdxica,
antifungica y antimicrobiana (Navarrete et al., 1998; Olivera, 1998; Oviedo-Chavez
et al, 2004; Rivero-Cruz et al., 2005; Castillo-dJuarez et al., 2007). El efecto
terapéutico se atribuye a la presencia de dos tipos de compuestos mayoritarios los
triterpenos y los fenoles de cadena larga (Olivera, 1998; Rosas, 2005; Navarrete et
al., 2006). (Castillo et al., 2013) reportd mediante estudios in vitro, la actividad
inhibidora de factores de virulencia regulados por SPQ en P. aeruginosa por parte

del extracto de hexano y una mezcla de acidos anacardicos.

Por otra parte, el 90% de las quemaduras en el nivel mundial ocurre en paises
en vias de desarrollo, México se encuentra dentro de estos paises donde se
estima que la probabilidad de muerte de un paciente es del 100% cuando las
lesiones son mayores al 40% de la totalidad del cuerpo. Cabe mencionar que las
gquemaduras en México son reportadas dentro de los primeros cinco lugares en
etiologia de infecciones nosocomiales donde se reporta que el 75% de los
decesos de los pacientes quemados se debe al desarrollo de infecciones no
controladas y causadas por cepas antibidtico resistentes, mas que por las
lesiones. Una de las principales bacterias que infectan las lesiones por
gquemaduras termales es P. aeruginosa, la cual se asocia con la muerte del mas
del 75% de los pacientes con quemaduras mayores. La bacteria produce
numerosos factores de virulencia los que favorecen su rapida colonizacién en el

organismo.

En la presente investigacion se analizé la actividad in vivo del extracto de
hexano de la corteza del A. adstringens empleando un modelo de lesién por dafio
térmico e infeccidn por P. aeruginosa. Con la finalidad de encontrar una alternativa
al problema de la aparicion de la resistencia bacteriana, asi como proponer
nuevas estrategias de tratamiento basadas en fitoquimicos ISPQ. Del mismo
modo, el proyecto busca validar cientificamente el empleo de plantas usadas
tradicionalmente como antimicrobianas por un mecanismo de accion alterno al del

efecto antibidtico.
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En este proyecto se disefid un modelo de lesion por dafio térmico e infeccion con
P. aeruginosa en ratones con la intencién de reproducir lesiones similares a las de
los pacientes. El modelo desarrollado permitio realizar una lesion limpia vy
homogénea en el area deseada, pero comparada con otros modelos es de menor
tamafno. Esto es debido basicamente a que el empleo de una abertura de
exposicion mayor o similar a la reportada en la literatura, inducia dafio en 6rganos
internos, lo que se evitd al reducir el area de exposicién. También, aunque se
sefala que la exposicion por 10 segundos en agua a 90°C genera una quemadura
de tercer grado (DelLeon et al., 2009), sin embargo en el analisis visual de las
lesiones no se observd una destruccion del espesor de la piel, caracteristico de
este tipo de quemaduras. Algunas caracteristicas sefialan que puede clasificarse
dentro de segundo grado, la presencia de flictenas o ampollas en algunos casos

se, asi el color palido en la zona afectada.

El modelo desarrollado, bajo estas condiciones de tamafo y grado de
quemadura no provoca la muerte de los animales cuando no son infectado con P.
aeruginosa, permitié analizar el efecto de la patogenocidad de la bacteria y la
virulencia in vivo. Ejemplo de esto son las diferencias registradas en la mortalidad
de los animales cuando se infectan con la cepa mutante que tiene interrumpido
uno (A/asR) de los tres sistemas de PQ de P. aeruginosa. Al respecto, se puede
mencionar que se encuentra documentado que la interrupcion de los SPQ
mediante deleciones de genes que codifican para las moléculas autoinductoras,
genera cepas menos virulentas que causan un menor dafio y muerte a los
animales (Rumbaugh, 1999). En nuestro modelo se registré un efecto moderado
en la reduccién de mortalidad de los animales infectados con la cepa mutante
comparado con la silvestre. Sin embargo, hay que sefialar que esto es debido a
que aun tiene activos dos SPQ como son uno mas de homoserinlactonas
(rhll/rhIR) y otro de quinolonas (pgsABC/pqsR) (Castillo-Juarez et al., 2015). Por lo
que es factible que empleando una doble mutante (Alas/-rhll), como se reporta
previamente, obtengamos una mayor diferencia. De igual manera, para obtener
mayor informacién del desarrollo de la infeccion es necesario incluir en el modelo

la medicidn de otros parametros, como la cuantificaciéon de la bacteria en los
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tejidos, andlisis histopatoldgicos, medicidon de procesos involucrados en la
cicatrizacion e inflamacion, asi como la produccién de factores de virulencia de la

bacteria.

Por otra parte, en nuestro sistema se empled un in6culo bacteriano de varias
ordenes de magnitud (10”® UFC) mayor al reportado en estudios previos para
lograr el 100% de mortalidad de los animales, esto puede deberse a que el
tamafo de las lesiones es menor. Con los parametros anteriores, se evalué el
efecto del extracto de hexano en la supervivencia de los animales. Se considerd
utilizar un in6culo bacteriano que no indujera el 100% de la muerte de los
animales, esto con el propdsito de poder observar un efecto mas claro. La
concentracion utilizada como referencia de 55.3 mg/mL fue tomada en un estudio
reportado por Mufioz en 2013, en el que registré un efecto positivo por parte del
extracto en la supervivencia y la disminucidn de la presencia de P. aeruginosa en
lesiones. Cabe sefialar que, en este estudio, se empled un sistema para producir
las lesiones que era provisional, al igual que se trabajé con grupos de animales
reducidos (n = 4) y no se realizaron repeticiones, por lo cual el resultado no fue

concluyente.

Bajo nuestras condiciones experimentales, no se observé un efecto positivo
estadisticamente significativo del extracto de hexano en la reduccién de la
mortalidad de los animales con lesion de dafo térmico e infectados con P.
aeruginosa PA14WT. Sin embargo, destaca que este mismo efecto es similar al
presentado por el control positivo (sulfadiazina de plata). Este dato nos indica que
es posible que el tamafo de indculo y el tiempo de inoculacion, son condiciones
que no se presentan en los casos clinicos y no permiten distinguir un efecto
positivo del extracto y de la sulfadiazina. Otro posible factor fue la emplear varias

dosis 0 aumentarla podria tener un efecto positivo de las sustancias a evaluar.

Una de las principales restricciones desde el punto de vista ético debido a lo
agresivo del modelo, es el empleo de un numero de animales determinado. De tal
manera que al no encontrar un efecto positivo por parte del extracto en esta

primera etapa no se continu6 con la evaluacion de otras dosis, via de
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administracién, cepa bacteriana o el empleo de otras substancias bactericidas

(controles positivos).

Con este trabajo, se contribuye al estudio del empleo de la corteza de
“‘cuachalalate” para tratar quemaduras con infecciones bacterianas y es la base
para estudios posteriores que busquen evaluar el efecto de otros extractos, formas

de uso tradicionales o compuestos puros de la corteza del A. adstringens.
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9. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un modelo de lesiéon por dafio térmico e infecciéon con P.
aeruginosa que permite evaluar el efecto de fitoquimicos en la

supervivencia.

Se logro evaluar el efecto en la supervivencia del extracto de hexano de la
corteza de A. adstringens de animales con quemaduras e infeccion con P.

aeruginosa.

Bajo las condiciones experimentales empleadas y a una dosis de 55.5
mg/ml no se registré6 un aumento en la supervivencia y eliminacién de la

infeccion de los animales tratados con el extracto de hexano.
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11.GLOSARIO

Antibiéticos: Sustancia quimica derivada o producida por microorganismos que
tienen la capacidad de inhibir el desarrollo o destruir bacterias u otros

microorganismos.

Antimicrobiano: Compuestos obtenidos a partir de microorganismos ya sean
bacterias, hongos, levaduras, plantas etc.; (antibiético) y los producidos por

sintesis quimica (quimioterapéutico).

Autoinductor: Sustancias que excretan las células, que sirven de sefal quimica

para inducir la expresidon genética colectiva.

Elastasa: Enzima encargada de la degradacion de fibras elasticas la cual hidroliza
principalmente a la elastina, la laminina, el fibrogeno, colageno, y las

inmunoglobulinas.

Factor de virulencia: Son moléculas producidas por un patégeno, que influencia

especificamente las funciones del hospedante, para permitir al patdégeno crecer.

Infeccién: Término clinico que indica la contaminacion, con respuesta
inmunoldgica y dano estructural de un hospedero, causada por un microorganismo
patdogeno, es decir, que existe invasidon con lesion tisular por esos mismos
gérmenes (hongos, bacterias, protozoos, virus, priones), sus productos (toxinas)

puede ser local o sistémica.

Inhibicién: Disminucion o deteccion de las funciones de un organismo.

Inmunosuprimida: persona bajo tratamiento inmunosupresor, o cuyo sistema
inmune esta debilitado por otra razén (por ejemplo, quimioterapia, radioterapia,
sida).

Lasl: Autoinductor que difunde al medio extracelular se acumula y vuelve a entrar

a la célula por mecanismos de difusion.
LasR: proteina receptora intracitoplasmatica.

LB: Medio de cultivo Luria Bertani
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Metabolitos secundarios: Compuestos organicos sintetizados por organismos

gue no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo.

Mortalidad: Cantidad de personas que mueren en un lugar y en un periodo de

tiempo determinados en relacion con el total de la poblacion.

Piocianina: Pigmento color azul-verdoso, que es un compuesto muy activo el cual
produce multiples efectos citopaticos en las células de los mamiferos, y que es

producido unicamente por esta especie.

Pioverdina: Pigmento amarillo producido por cepas de Pseudomona aeruginosa.

Sistema de Percepcion de quérum (SPQ): Mecanismo bacteriano de
comunicacion intercelular que controla la expresion génica en funcion de la
densidad celular.

Proteasa alcalina: Enzima que se encarga de hidrolizar la fibrina y la laminina,

pueden causar la invasion tisular y necrosis.
Rhl: Induce la sintesis de los factores de adhesién y virulencia.
Triterpeno: Son los terpenos de 30 carbonos

B-lactamicos: Son una amplia clase de antibidticos incluyendo derivados de la
penicilina, cefalosporinas, monobactams, carbacefem, carbapenems e inhibidores
de la betalactamasa (B-lactamasa); basicamente cualquier agente antibiético que

contenga un anillo B-lactamico en su estructura molecular.
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12. ANEXOS
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