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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria con gran resistencia farmacologica, la cual
produce infecciones cronicas en el humano debido a la produccion de moléculas
extracelulares tales como toxinas, sideréforos, biopelicula y factores de virulencia. La
expresion de estas moléculas esta regulada por el sistema de percepcion de quérum
mediado por la densidad poblacional que coordinan la expresion de genes que
codifican para moléculas asociadas a su patogenicidad como lo son factores de
virulencia tales como la elastasa, proteasa alcalina y piocianina. En P. aeruginosa el
sistema de percepcion de qudérum esta interconectado por cuatro sistemas, LasR-Lasl,
RhIR-Rhll, PgsR- PqsABCDH e IgsR-AmbBCDE que son sistemas reguladores que al
interactuar con su enzima sintasa Yy/u operdén correspondiente producen la activacion
de sus sefiales afines, conocidas como autoinductores. Con base en esto, se planteod la
reduccion de los niveles de expresion génica del sistema de percepcion de quérum
mediante la interrupcién de los sistemas de comunicacion celular como una alternativa
para contrarrestar las infecciones bacterianas sin generar resistencia como lo hacen los
antibidticos. Para ello, en el presente trabajo se utilizé un extracto de acetato de etilo y
metabolitos secundarios purificados obtenidos de la planta Larrea tridentata (la
gobernadora) mediante ensayos in vitro y validado por ensayos de PCR, para lo cual
se desarrollé un modelo basado en medios de cultivo liquido donde se inocularon las
cepas de bacterias de aislados clinicos de P. aeruginosa (PAl4 y PA64) bajo
tratamiento por los metabolitos secundario y el extracto a diferentes concentraciones 1,
10, 100 pM y 100 mg/mL, respectivamente. Los resultados indicaron que los
compuestos puros presentan una base fendlica tales como lignanos, moléculas
antioxidantes y algunas flavonas las cuales fueron validadas por métodos
espectroscopicos y espectrométricos. Los ensayos in vitro sefialan que el extracto de
acetato de etilo y los compuestos purificados no tuvieron actividad bactericida, y
disminuyeron estadisticamente significativa la produccién de piocianina. Mientras que
los resultados de PCR indican que existe una afinidad hacia la disminucion en la
expresion de genes reguladores del sistema de percepcion de quérum, asi como de
factores de virulencia, siendo los genes phz, rhIR y toxA los que mayor reduccion
significativa presentan en los niveles de expresion génica. En este estudio también se
presentaron datos que muestran que el compuesto 3 y el EACOEt son las sustancias
gue mas redujeron la expresion de los genes regulados por el sistema de percepcion
de quérum (lasl,lasR,rhll, rhiR,lasB, phz, toxA) en relacidn a la cepa sin tratamiento de
las cepas PAl14 y PA64. Nuestro estudio también hace referencia a los
comportamientos de que algunas cepas de asilados clinicos de P. aeruginosa utilizan
otros reguladores transcripcionales adicionales a lasR que logra transmitir la cascada
de sefalizacion del sistema de percepcion de quérum.
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2. INTRODUCCION
2.1 Los antimicrobianos, antibi6ticos y sus mecanismos de accion.

Los antimicrobianos son aquellos productos o sustancias de origen sintético que tienen
la capacidad de eliminar o inhibir el crecimiento de microorganismos, tales como
bacterias, hongos o parasitos. Estos se clasifican de acuerdo a su funcion, por lo que
pueden ser esterilizantes, desinfectantes, antisépticos o quimioterapicos (1). Ademas,
algunos antimicrobianos tienen efecto sobre algun organismo en especifico, entre los
gue se puede distinguir a los antibioticos, antifiUngicos, antiparasitario y antivirales.

Con base a lo anterior, los antibiéticos se definen como moléculas producidas por un
organismo vivo o derivado sintético que tienen la capacidad de destruir a los
microorganismos o de inhibir su crecimiento mediante la provocacion de dafio fisico, la
inhibicion del metabolismo o la alteracién de sus estructuras macromoleculares. Varios
antibidticos coinciden en su modo de accién contra diversos microbios, sin embargo, su
efectividad dependera del organismo blanco, es decir, si es una bacteria gram positiva
0 gram negativa, ya que el mecanismo de accion esta condicionado por la fisiologia de
la bacteria y de sus componentes quimicos. Para ejercer su accion, los antibioticos
deben tener la capacidad de llegar a la pared celular bacteriana 0 a la membrana
plasmatica y/o atravesarlas para llegar a sus estructuras blanco. Todos los antibiéticos
poseen un mecanismo de accidn primario, sin embargo, algunos actian de manera
secundaria dirigiéndose a otros componentes o estructuras de la fisiologia del
microorganismo (2).

Los principales mecanismos de accion de los antibiéticos son:
Inhibicién de las sintesis de la pared bacteriana.

Alteracion de la membrana celular.

Inhibicién de la sintesis proteica de las subunidades 30s y 50s.
Alteracion de la sintesis de acidos nucleicos.

5. Alteracion en el metabolismo del acido félico.

pwbnPE

2.1.1 Generacion de resistencia.

El uso inadecuado de los antibiéticos, es decir, exhaustivo y en casos donde no se
requieren, tienen como consecuencia la formacion de cepas bacterianas resistentes a
estos farmacos, lo cual, se convierte en una amenaza para la salud publica mundial ya
gque aumenta la probabilidad de muerte por infecciones bacterianas (3).Por lo tanto, es
necesario buscar alternativas para el tratamiento de dichas infecciones.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), también conocida como World Health
Organization (WHO) por sus siglas en inglés, publico en febrero de 2017 el primer
listado de patdgenos con alta prioridad que son resistentes a antibidticos.
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Se destacaron 12 familias de bacterias cuyo impacto se observa en la salud humana.
La elaboracion de dicho listado tiene como objetivos promover la investigacion y
desarrollar nuevas técnicas o en su defecto, nuevos antibidticos para hacer frente al
problema mundial de la resistencia a los antibiéticos, especialmente para aquellos
patégenos que tienen la capacidad evolutiva de generar nuevos mecanismos de
resistencia que permite transferir su material genético a células adyacentes para
hacerlas también farmacorresistentes (4, 5).

La OMS clasifica a los patdgenos en tres grupos con base en la urgencia para
desarrollar nuevos antibioticos: prioridad critica, alta y media. En el grupo de “prioridad
critica” se encuentran las bacterias farmacorresistentes con alta patogenicidad que se
encuentran en hospitales, asilos de ancianos y en pacientes cuyo tratamiento incluyen
dispositivos clinicos que pueden ser un foco de infeccion. Entre dichas bacterias se
encuentran Acinetobacter , Pseudomonas, Klebsiella, Serratia y Proteus, las cuales se
asocian con infecciones letales que provocan un cuadro clinico mas severo que con
lleva a la muerte (6).

Gobernado y Acuiia (7) reportaron que algunas bacterias han adquirido una alta
resistencia a ciertos antibiéticos de origen carbapenémicos y a las cefalosporinas de
tercera generacion, lo que ha generado una gran preocupacion debido a que estos son
los antibidticos mas eficaces y utilizados actualmente para tratar las enfermedades
ocasionadas por bacterias multirresistentes.

Con base en los ultimos informes epidemiologicos del 2015 y 2017(8), gran parte del
continente americano y en particular la regién Latinoamericana desarrolla una alta
tasa de incidencia y reincidencia de brotes nosocomiales ocasionadas por bacterias
gue han desarrollado una alta resistencia a los antibiéticos (9). Por tanto, el estudio de
los mecanismos de resistencia cruzada para antisépticos y antibiticos es de suma
importancia para tener un conocimiento mas amplio y actualizado que permita el
desarrollo de tratamientos alternativos que ayuden a disminuir dichos brotes
nosocomiales.

2.2.0 Pseudomonas aeruginosa

2.2.1 Generalidades

P. aeruginosa es una bacteria patdégena oportunista que causa infecciones
principalmente en pacientes hospitalizados e inmunocomprometidos (10). Varias cepas
de P. aeruginosa que son altamente resistentes a diversos antibiéticos usados para su
tratamiento, son reconocidas como cepas MDR, cuando presentan resistencia a 3 0
mas clases de antibiotico y como cepas XDR, cuando presentan resistencia extensa a
casi todos los antibidticos (con una o dos excepciones).
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Sin embargo, para la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) el motivo de
preocupacion mas importante es la posible generacion de panresistencia o PDR que
es la resistencia a todos los antibidticos disponibles (11).Estas caracteristicas
comprometen enormemente el disefio y la seleccion de tratamientos efectivos, y por
tanto se asocia con una elevada tasa de morbimortalidad. El éxito de la prevalencia de
las cepas MDR/XDR es resultado de la conjuncion de la extraordinaria capacidad que
tiene P. aeruginosa para desarrollar mecanismos de resistencia frente a casi todos los
antibidticos disponibles mediante la presion selectiva que ejercen estos, la seleccion de
mutaciones cromosomicas y la capacidad que tiene para integrar elementos moviles
transferibles como plasmidos, transposones, integrones, fagos, etc. (12).

P. aeruginosa es una bacteria resistente a los carbapenémicos, antibidticos
betalactamicos de amplio espectro con actividad hidrolitica de carbapenemasas y
lactamasas de espectro extendido (BLEE) cuyo mecanismo de accidon consiste en
inhibir la sintesis de pared. Las altas concentraciones del antibiético en el periplasma
se puede deber al déficit en la expresion de porinas tales como OprD, las cuales se
encuentran en la membrana externa y actiGan como un mecanismo primario de
resistencia a carbapenémicos o la sobreexpresion de los sistemas de eflujo de tipo
MexAB- OprM y MexXY- OprM que habitualmente se encuentran expresados en los
aislados clinicos de pacientes infectados con P. aeruginosa, mientras que los tipo
MexCD- OprJ y MexEF-OprN generalmente se encuentran reprimidos (12). La
resistencia adquirida de P. aeruginosa a este tipo de antibidticos es resultado de la
presencia y coexistencia de distintos mecanismos entre los que se incluyen la sobre
expresion de genes que regulan la sintesis de bombas de eflujo que es una habilidad
gue tienen las bacterias para eliminar varios tipos o familias de antibidticos, la
alteracion de la permeabilidad de las membranas celulares, la inactivacion enzimatica
por medio de hidrdlisis y la disminucién de la concentracion del antimicrobiano en el
sitio blanco (11). Asimismo la inactivacibn enzimatica esta regulada por la
sobreexpresion de enzimas del tipo AmpC o por la sobre produccion de
carbapenemasas, las cuales pueden ser de dos tipos: serinoenzimas o
metalobectalamasas (MBL).

La resistencia a los antibiéticos de P. aeruginosa se debe a la capacidad que tiene este
patégeno de expulsar dichas moléculas a través de las bombas de eflujo de
multidrogas mencionadas en el parrafo anterior. En el genoma de P. aeruginosa se han
encontrado al menos 10 operones distintos del sistema de bombas de eflujo
mencionado, las cuales se pueden expresar constitutivamente a bajos niveles o pueden
sobreexpresarse cuando se presentan mutaciones en los genes represores que
controlan a estos operones (13). Aunado a lo anterior, la presion selectiva que ejercen
los antibidticos con la sobreexpresion de las bombas de eflujo, puede representar un
serio problema, particularmente con las fluroquinolonas que son sustratos de las 4
bombas de eflujo mencionadas anteriormente.
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Investigaciones previas, han demostrado que P. aeruginosa contiene una beta
lactamasa AmpC (o clase C) integrada en su cromosoma y que la expresion de esta
enzima se puede inducir por la exposicion a beta lactamicos (14, 15). La induccién de
la beta lactamasa AmpC puede provocar resistencia tanto al agente inductor como a
otros beta lactamicos, sin embargo, no todos los beta lactdmicos tienen la capacidad de
ser buenos inductores de la beta lactamasa AmpC, como es el caso de las
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion que actian como inductores débiles
(14). Estos mecanismos de resistencia son los que persisten en las cepas epidémicas
MDR/XDR ampliamente diseminadas a nivel internacional y denominadas como clonas
de alto riesgo (high-risk clones) (16).

P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuido en condiciones ambientales muy
diversas. Se han encontrado cepas de P. aeruginosa en habitats muy poco adecuados
para su supervivencia, como suelos contaminados por metales pesados, aguas
residuales, y hasta en plantas y animales. Estos estudios sugieren que la mayoria de
las cepas de P. aeruginosa son potencialmente nocivas debido a su patogenicidad y a
su alta capacidad de infectar organismos diversos como la planta Arabidopsis
thaliana (17) y el invertebrado Caenorhabditis elegans (18).

Asi mismo P. aeruginosa es también un patdgeno que ocasiona dafios severos en la
industria alimentaria y por consiguiente, representa un problema grave para la vida
cotidiana del hombre. Este patdogeno tiene mecanismos que le permiten filtrarse a
través de las superficies y descomponer los alimentos en refrigeracion como
consecuencia de su metabolismo basal y de la producciéon de enzimas hidroliticas.
Aunado a lo anterior, se ha reportado algunas cepas resistentes a detergentes y
articulos de limpieza (19, 20).

Estas bacterias también suelen presentarse en ambientes acuosos formando
agregados en forma de biopelicula (biofiim) los cuales, al mezclarse con otros
materiales extracelulares, se convierten en un peligro cuando se emplean materiales
quirdrgicos como catéteres, filtros o dispositivos intrauterinos utilizados en clinicas u
hospitales, creando un foco de infeccidn por este patdgeno (21, 22).A partir de esto P.
aeruginosa es un modelo de investigacion muy interesante debido a que cuenta con
multiples sistemas moleculares que le permiten regular la transcripcion de genes
involucrados en su respuesta a cambios ambientales. Los circuitos regulatorios LUuxR —
Luxl estan involucrados en el sistema de percepcion de quérum y forman parte de los
mecanismos de comunicacion bacterias en gram negativas.

Existen genes en el genoma de esta bacteria cuyos transcritos actian como una
cascada de sefalizacion que integran al sistema de percepcion de quérum , entre los
gque se destacan los sistemas lasR y lasl, rhIR y rhll, indispensables en la
comunicacion de P. aeruginosa (23, 24) y cuyos genes no responden directamente a
las condiciones ambientales sino a la densidad celular, la cual promueve cambios en la
expresion génica de una poblacidn bacteriana.

18



Ciencias Agrogenomicas

2.2.2 Estructura genémicay diversidad genética

En el afilo 2000 se concluyo6 la secuencia completa del genoma de la cepa PAO1 de P.
aeruginosa aislada de un paciente que presentaba un cuadro clinico de otitis media
(25).En dicho estudio se describioé el cromosoma circular de la bacteria cuyo tamafio es
de 6.3 millones de pares de bases con un contenido de G+C que representa el 65-67%
del genoma, y ademés se reporté la ausencia de plasmidos. No obstante, estudios
posteriores mostraron que Pseudomonas aeruginosa presenta un numero variable de
plasmidos y una gran variedad de elementos moviles (26). Mas del 50% de los genes
de PAOL presentan una homologia cercana en su secuencia con genes de bacterias
presentes en el medio ambiente. Un gran porcentaje de genes homodlogos codifica
para enzimas con actividades diferentes mientras que otros mas codifican para
proteinas involucradas en la exocitosis celular ( 26, Figura 1).

P. aeruginosa
6,264,403 bp

R T
3x 100

—~—~{__

Figura 1. Genoma circular de P. aeruginosa. La distribucion de
los genes se representa mediante cuadros de colores de acuerdo
con la categoria funcional y la direccion de la transcripcion (la banda
externa es la cadena positiva, la banda interna es la cadena
negativa). Las flechas rojas indican las ubicaciones y la direccion de
la transcripcion de los genes ribosomales. La flecha verde indica la
region invertida que resulté de un evento de recombinacion
homdloga entre rrnA y rrnB. Las flechas azules indican la ubicacion
de dos regiones que probablemente contienen bacteriéfagos. El
gréfico negro en el centro muestra el contenido en porcentaje de G
+ C representado como el promedio para ventanas de 1 kb que no
se solapan y que abarca una cadena para todo el genoma. Las
barras amarillas indican regiones de 3.0 kb mayores con contenido
de G +C.

Fuente: Stover et. al. (2000) (28).
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Posteriormente se secuencio el genoma de una cepa de P. aeruginosa exoU-positiva
aislada de un paciente infectado, la cual se denomin6 PA14 con cddigo de
identificacion NC_008463, (29). De manera caracteristica, la cepa PA14 presenta un
mayor grado de virulencia en comparacion con la cepa PAOL. Dicho estudio sugirio la
presencia de 54 regiones PAOL con al menos un marco de lectura abierto (ORF) que
no forma parte del genoma de PA14, asi como la presencia de 58 regiones de PA14
ausentes en PAO1 incluyendo a las islas de patogenicidad PA14, PAPI-1 y PAPI-2
(30).

El analisis del genoma de P. aeruginosa indica la existencia de mas de 500 genes
reguladores (28) ademés de una gran cantidad de genes que estan involucradas en
procesos catabdlicos, sin embargo, la mayoria de los genes de esta bacteria
codifican para 159 proteinas transportadoras que pudieran estar relacionadas con su
alta capacidad de resistencia a compuestos toxicos, incluyendo a los farmacos con
actividad antibiotica lo que conlleva a que la estructura y conformacion de su genoma
le confiere una alta versatilidad de adaptacion a diversos ambientes.

En las diversas cepas de P. aeruginosa que se han anotado, se ha observado que el
tamafio del genoma varia entre 5.5y 7 Mbp (28, 30). Las variaciones en el tamafio del
genoma podrian deberse a un genoma accesorio, es decir, a elementos
extracromosomicos moviles tales como plasmidos, islas de patogenicidad,
transposones o bloques de DNA que se han insertado en el cromosoma en varios loci,
los cuales se pueden presentar dentro de subgrupos de una poblacion o bien en una
Unica cepa. La composicion individual del genoma accesorio es precisamente lo que
confiere la diversidad del tamafo del genoma en poblaciones intra e interclonales de P.
aeruginosa cuyos elementos del genoma accesorio se han adquirido mediante
mutaciones, recombinaciones o transferencia horizontal de genes; (HTG, del inglés
Horizontal Transfer of Genes) entre la misma especie o género o bien entre diferentes
especies (31).

Una de las caracteristicas mas importantes de P. aeruginosa es la ausencia de clonas
correlacionadas con el desarrollo de una enfermedad. La frecuencia de distintas clonas
no varia entre las cepas obtenidas del ambientes y en aislados clinicos (32, 33). No
obstante, existe una variabilidad genética entre los aislados de esta bacteria aunque
pertenezcan a la misma region. Esta variabilidad es muy significativa en el tamafio del
genoma ya que comprende un mosaico de genes especificos que va en funcién a la
cantidad de material del genoma accesorio que contenga cada cepa. La comparacion
de las secuencias de los genes que comparten refleja un alto indice de conservacion
entre los distintos aislados con excepcion del gen pil A que codifica para la fimbria de
tipo IV el cual deriva en un gran polimorfismo (34). La variabilidad genética que existe
entre diferentes cepas de P. aeruginosa es alta en comparacion a otras bacterias como
E. coli, lo que sugiere que la tasa de recombinacion entre poblaciones es elevada (35).
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Sin embargo, las cepas de P. aeruginosa mantiene gran parte de su genoma
conservado a pasar de las recombinaciones que existen, indicando que esta bacteria
mantiene en su genoma los genes que le ayudan a colonizar nichos diferentes y a
sobrevivir en diferentes ambientes.

2.2.3 Patogénesis

P. aeruginosa es una bacteria que produce una amplia variedad de factores de
virulencia, lo que conlleva a que este microorganismo presente una patogenesis
multifactorial. Esta bacteria no representa una amenaza para personas saludables, ya
gue la probabilidad de que colonice tejidos humanos sanos es muy baja, de menos
del 3%(36). No obstante, la mayor tasa de infecciones por P. aeruginosa en humanos
ocurre en ambientes hospitalarios, en donde se ha demostrado que la susceptibilidad
gue tienen los adultos con bronquiectasias y por consiguiente una mayor produccion de
esputo, esta correlacionada con el deterioro de la funciéon pulmonar.

En pacientes que presentan la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC),
caracterizada por una intensa inflamacién de las vias aéreas, se ha observado que P.
aeruginosa ocasiona patrones de infeccion y de evolucion similares a los registrados
en pacientes que padecen fibrosis quistica (FQ), que es una enfermedad hereditaria
que lleva al cuerpo a producir secreciones mucosas que se acumulan en las vias
respiratorias de los pulmones Yy el tubo digestivo (37). Los sujetos hospitalizados que
presentan neumonia ocasionada por esta bacteria y que ademas son ventilados
mecdanicamente, registran una alta tasa de mortalidad que oscila entre un 50 y 70%,
atribuida al perfil de los pacientes, asi como a los factores de virulencia de la bacteria
gue presenta una tasa de colonizacién del tejido de hasta 54 % (38, 39).

En pacientes adultos hospitalizados que presentan fibrosis quistica, Pseudomonas
aeruginosa se adhiere a las células epiteliales y puede presentar infecciones en
mas del 90% de los tejidos, elevando la tasa de mortalidad y deterioro pulmonar (40).
No obstante, este patdgeno puede sobrevivir y persistir por varios afios en el tracto
respiratorio de los pacientes con FQ con una frecuencia de incidencia muy alta y con
una tendencia a ser hipermutable, dejando entrever una posible relacion entre este
fenotipo y la evolucion de resistencia a los antibidticos. Con base a lo anterior, se han
descrito infecciones por P. aeruginosa en pacientes con quemaduras, en los cuales el
tejido lesionado propicia un ambiente humedo e ideal para la colonizacion por dicha
bacteria (41).

Asi mismo, las infecciones del tracto urinario por P. aeruginosa presentan un alto
indice de mortalidad, debido al proceso de cateterizacibn mecanica que propicia un
vehiculo de infeccién para la colonizacion bacteriana de la orina dentro del lumen del
catéter y por consiguiente del espacio que hay entre la uretra y la superficie del catéter
(42).
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Las infecciones oculares producidas por P. aeruginosa tales como la queratitis severa,
puede provocar perforacion y derretimiento corneal por el uso de lentes de contacto
mientras que la escleritis, y la endoftalmitis pueden provocar la ceguera total en casos
muy severos. En pacientes con diabetes mellitus, la otitis maligna cronica es una
infeccion severa ocasionada principalmente por P. aeruginosa (43). En pacientes con
cancer cuyo sistema inmune se encuentra comprometido, este microorganismo
coloniza e infecta los tejidos facilmente, provocando una alta tasa de mortalidad que
varia entre el 17 y 50 % (44).

2.2.4 Factores de virulencia

P. aeruginosa es una bacteria oportunista, por lo cual, tiende a presentar una alta tasa
de éxito como enfermedad infecciosa. Esta capacidad se encuentra asociada a la
amplia variedad de factores de virulencia que produce, como son algunas proteinas y
sustancias que le permiten entrar al hospedero para invadir el tejidos y provocar la
enfermedad; asi como de algunos exoproductos y exoenzimas que son letales para el
hospedero, tales como la exotoxina A, fosfolipasas, sideré6foros, biopeliculas y gran
cantidad de proteasas de tipo alcalinas o tipo IV cuyos sustratos son la elastina, el
colageno, y las inmunoglobinas que forman parte de los tejidos humanos (45). P.
aeruginosa tiene, ademas, estructuras propias como los flagelos, los pillis y los
lipoposacaridos (Lps) que le permiten anclarse en la superficie de los tejidos infectados
y colonizarlos. De manera particular, el alginato, polimero de tipo polisacarido
producido por un sub grupo de cepas, facilita la adhesion de este patégeno a la
superficie epitelial de los pulmones en donde se convierte en una barrera para los
fagocitos y antibidticos que ademas puede inhibir a los anticuerpos, lo cual retarda la
respuesta de defensas del hospedero. El sistema de secrecion tipo Il de la bacteria es
el encargado de secretar a las toxinas exoA, exoS, exoT, exoU y exoY, las cuales
tienen una alta actividad virulenta (46). La toxina exoA, particularmente, se encarga de
dafar el epitelio alveolar y destruye las células endoteliales pulmonares, bloquea o
inhibe la sintesis de proteinas de la célula hospedera y afecta la respuesta
inmunoldgica del hospedero a la infeccion.

La expresion de los genes de virulencia se encuentra regulada en funciéon a la densidad
celular, debida probablemente a la necesidad de una gran cantidad de material celular
capaz de sintetizar a una gran cantidad de factores de virulencia para poder ejecutar
una actividad virulenta sobre los tejidos infectados del hospedero que contrarreste o
suprima la respuesta inmune del mismo.

Los factores de virulencia de P. aeruginosa tienen diversos efectos sobre los humanos
(Tabla 1), entre los que se encuentran la degradacién de proteinas estructurales,
pardlisis de cilios, estrés oxidativo y la muerte celular.
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Tabla 1. Factores de virulencia de P. aeruginosa regulados por el sistema de percepcion de quérum

y sus efectos en el humano.

Gen Proteina o Efecto en el humano Beneficios para P. fuente
factor de durante la infeccion. aeruginosa
virulencia
lasB Elastasa Degradacion de elastina, Adquisicion de hierro (47, 48)
colageno y otras proteinas extracelular derivados de las
estructurales. proteinas.
lasA Proteasa Ruptura de barreras Evasién del sistema inmune (49)
epiteliales para facilitar la colonizacién.
toxA Exotoxina A Muerte celular Establece la infeccion. (50)
aprA Proteasa alcalina Degradacion de proteinas Evasion del sistema inmune y | (51)
complementarias y citosinas. persistencia en la
colonizacién.
rhlAB Ramnolipidos Necrosis del huésped, Evasion del sistema inmune y | (52, 53)
destruccion de macrofagos desarrollo de biopelicula.
y
linfocitos polimorfonucleares.
lecA Lectina (lectina Paralisis de los cilios de las | Evasién del sistema inmune, | (54)
galoctofilica) vias respiratorias. establecimiento de
colonizacion e infeccion.
Phz Piocianina Causa estrés oxidativo; Evasion del sistema inmune, | (55, 56)
ABCDEFG, Pardlisis de los cilios de las establecimiento de
phzM vias respiratorias; colonizacion e infeccion.
Destruccion de neutrdfilos

2.3 Sistema de percepcién de quérum

La comunicacién celular entre bacterias gram positivas ocurre por medio de péptidos o
enlaces peptidicos mientras que en las bacterias gram negativas esta comunicacion
esta mediada por el sistema de percepcion de quérum, que estd formado
principalmente por genes reguladores transcripcionales, genes que codifican enzimas
sintasa y/u operdn correspondiente a cada gen regulador que produce moléculas
aciladas llamadas autoinductores. Estads moléculas interactian a nivel molecular con
Sus respectivos receptores o genes reguladores transcripcionales, en donde los
autoinductores fungen como un sistema que monitorea el ambiente externo para
determinar la densidad celular, razén por la cual se le conoce como sistema de
percepcion de quérum (57).

El concepto de percepcion de qudérum en bacterias gram negativas, y particularmente
en P. aeruginosa, hace alusion a los circuitos luxl- luxR caracterizados por primera vez
en Vibrio fischeri. En el estudio se determiné que luxl codifica para una N-butanoll
homoserina lactona (BHL), mientras que luxR codifica para N-(3-oxohexanoil)-L-
homoserina lactona (OHHL) (57, 58).
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El proceso de percepcién de quoérum inicia cuando la bacteria produce y libera un
autoinductor difusible en respuesta a un aumento de la densidad celular en el
ambiente. La cantidad de autoinductores producidos por la actividad de las complejos
qgue los sintetizan (enzimas sintasa y/u operdn) son proporcionales al aumento de la
densidad celular. Los autoinductores actian mediante su interaccion con factores de
transcripcion del complejo regulador a través de la cual promueven la expresion de
genes que regulan una gran variedad de respuestas fisiologicas tales como la
produccion de factores de virulencia, pigmentos, biopeliculas, sideroforos, isoformas,
etc. (59, Figura 2).

Los autoinductores de tipo acil-homoserina lactona (especialmente, el N-butanoil
homoserina lactona) es el méas estudiado, ya que describe un mecanismo completo que
inicia con la generacion de una sefial basal inicial, seguido de una acumulacién y
transmision de la misma teniendo como objetivo la activacién de genes blanco, estas
moléculas utilizan como sustrato las cadenas acilo producto de la sintesis de &cidos
grasos por la transferencia de grupos metilo de la enzima S-adenosilmetionina (SAM)
(59).

WV avutoinductores A 4 v

receptor
afin

Y

complejo
autoinductor + receptor

Y promotor

regulacion
de genes
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autoinductor

Figura 2. Regulacién en la expresion de genes del sistema de
percepcién de quérum en bacterias gram negativas .La regulacién
del sistema de percepcion de qudrum inicia con la secrecion  de
moléculas autoinductoras como N- Acil-homoserina-lactona (AHL) que
son reconocidos por un complejo autoinductor y receptor que se une al
promotor para transcribir y regular la expresion génica.

Fuente: Delacon. 2016
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2.3.1 Mecanismos del sistema de percepcién de quérum en Pseudomonas
aeruginosa.

P. aeruginosa es una bacteria con gran resistencia farmacologica, la cual produce
infecciones crénicas en el humano debido a su alta patogenicidad en el hospedero. La
expresion de los factores de virulencia esté regulada por el sistema de percepcion de
guorum, el cual coordina la expresion de genes a nivel poblacional y regula la
expresion de los fenotipos y de otras moléculas como biopelicula y sideréforos,
indispensables para la colonizacion del hospedero (60).

P. aeruginosa es la Unica bacteria gram negativa que contiene mas de un sistema de
percepcion de quérum. En esta bacteria se han descrito cuatro sistemas de
percepcion de quérum que estan relacionados entre si. Los sistemas estan
conformados por su complejo regulador y su sintasa y/u operon, tales como LasR-Lasl
y RhIR-Rhll que actian como complejos de regulacion transcripcional positivos que
activan la expresion de genes cuando interactian con moléculas sefalizadoras afines,
tales como 3 oxododecanoil-L-homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL) para el sistemas
Las y N-butanoil homoserina lactona (C4-HSL) para el sistema Rhl. El sistema pgsR,
es controlado por el autoinductor 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) cuyo operén
psgABCDH se encarga de sintetizar estas moléculas, mientras el sistema IqsR tiene
como operén a ambBCDE el cual sintetiza autoinductores 1QS (2- (2 —hidroxifenil)-
tiazol - 4 - carbaldehido) que funciona bajo condiciones limitantes de fosfato (Figura
3,(61)).
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Figura 3. Sistema de percepcién de quérum en Pseudomonas aeruginosa. Las sintasas y/u
operones lasl, Rhll, PqsABCDH y AmbBCDE, producen a los autoinductores, 3-oxo-C12-homoserina
lactona (OdDHL), C4-HSL (BHL), 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) y 2- (2-hidroxifenil) -tiazol-4-
carbaldehido (1QS), respectivamente. El 3-oxo-C12-HSL, C4-HSL y PQS, son reconocidos por
factores de transcripcion en el citoplasma. La produccion de la sefial 1QS se induce por baja
disponibilidad de fosfato en el medio. Los sistemas individuales estan altamente conectados y se
autoinducen (flechas rojas) y al estar interconectados entre si, se pueden activar y retroalimentar
transcripcionalmente (flechas negras).

Fuente: Papenfort & Bassler. 2016
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Las diferentes redes de sefalizacion que integran este sistema de percepcion de
guérum en P. aeruginosa mantienen una constante retroalimentacion, siendo el
complejo lasR-lasl el principal, ya que actia como activador transcripcional general del
DNA después de unirse con la molécula autoinductora en el citoplasma. ElI complejo
LasR activa ademas la expresion de los genes rhIR y rhll que codifican para una
segunda via de deteccion de quorum; mientras que el complejo PgsR — pgsABCDE
codifican para genes que participan en la sintesis de moléculas de tipo PQS vy la
sintesis de factores de virulencia (62). A partir de los experimentos de Pesci en 1999
(63), se determind la estructura quimica de los molécula autoinductora de PQS, que
consta de 2- heptil-3- hidroxi-4-quinolona, lo que permitié observar que también es
quimicamente fina a las sefiales de Acil homoserina lactona de los sistemas Rhl y Las.

Las moléculas de tipo PQS son reconocidas por el complejo PgsR (anteriormente
conocido como MvfR) que se unen a una region promotora del operén pqsABCDE que
controla directamente la expresion del gen PgsR que puede activar la transcripcion del
sistema RhIR- Rhll (64). Sin embargo, se ha mostrado que el sistema de sefializacion
PQS también se retroalimenta del complejo RhIR, LasR e IgsR que activan los
mecanismos del proceso de infeccidén bacteriana, la transcripcién y traduccién de
moléculas tales como piocianina, ramnolipidos y lectina PA-IL, y compuestos tdxicos
como el &cido cianhidrico (65, 66). La sefial de comunicacién I1QS tiene la capacidad
de integrar estimulos estresantes del ambiente a través la red de percepcion de
guérum. Este tipo de sefalizacion pertenece a una nueva clase de percepcion de
guérum cuyo autoinductor es el 2-(2-hidroxifenil)- tiazol-4-carbaldehido, producidos por
el operén ambBCDE que son regulados por el complejo IgsR que determina la
expresion de factores de virulencia entre los que se encuentran la piocianina,
ramnolipidos y la elastasa (61).

Lee, et al., 2013,(61) también demostraron que la via de sefalizacién 1QS contribuye
con la virulencia de P. aeruginosa en cuatro modelos diferentes de hospederos; raton,
pez cebra, mosca de la fruta y nematodos, destacando la participacion de dicha via en
la patogénesis bacteriana. Bajo condiciones de estrés, como es la poca disponibilidad
de fosfato que ocurre en los ambientes naturales habitados por P. aeruginosa, la via
IQS puede tomar el control de las funciones centrales del sistema Las y Pgs activando
la expresion de factores de virulencia que estos sistemas regulan. Estos resultados
resaltan la importancia de los factores ambientales en la modulacién de los sistemas de
percepcion de quérum y la plasticidad de las redes de sefializacion en el alojamiento y
la explotacion de los cambios ambientales para el beneficio de los patdégenos
bacterianos. Mediante la interaccion de los diferentes circuitos de sefalizacion que
integran el sistemas de percepcion de quérum de P. aeruginosa sintetiza factores de
virulencia citotoxicos que disminuyen el sistema inmune del hospedero e interfieren en
la respiracion celular (67). Por esta razén, se sugiere la posibilidad de reducir la
resistencia y favorecer el desarrollo de cepas menos virulentas si se inhibe el sistema
de percepcion de quorum.
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Los sistemas Las y Rhl son los principales sistemas de percepcion de quérum y estan
involucrados de manera directa en la expresion e interaccion de genes relacionados
con la virulencia y la patogénesis de esta bacteria tales como elastasa A y B
(codificados por lasB), proteasa alcalina (codificada por aprA) ,ramnolipidos
(codificados por el operon rhlAB) exotoxina S (codificada por toxS) que conducen a la
muerte celular, debido a que son las moléculas mas agresivas para el hospedero,
mientras que el sistema Pgs induce la expresion del gen phz que es una de las vias
que tienen P. aeruginosa para sintetizar piocianina, la produccion de acido cianhidrico
codificado por hcn y lectina A, codificada por el gen lecA (Figura 4,65).

La activacion de LasR-PAIl induce la transcripcion del gen rhiIR por lo que este
sistema sensorial forman una cascada regulatoria determinada por lasR. En cepas
ambientales, el sistema Rhl es muy variable en comparacion con el sistema Las
puesto que solo se expresa en condiciones de escases de nutrientes como el fosforo,
en forma de fosfato, o el nitrdgeno, por tanto, en un medio rico y con alta densidad
celular es muy dificil que ocurra la regulacién de factores del sistema RhIR (69).
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Figura 4. Esquema jerarquico de las cuatro redes de sefializacion controlados por el sistema
de percepcion de quérum en P. aeruginosa. El aumento en densidad celular induce la secrecion
de moléculas autoinductoras de tipo OdDHL, las cuales son reconocidas por el complejo LasR que
desencadena la expresion de factores de virulencia en regiones promotoras de los genes (RhIR,
IgsR y PgsR). La enzima sintasa rhll es la que se encarga de la produccién de moléculas
autoinductoras BHL. El sistema Pqgs puede ser activado por sistemas IgsR y RhIR para producir
autoinductores de tipo PQS a través del operon PgsABCD, mientras que AmbBDCE activa la
produccion de moléculas tipo 1QS.

Fuente: Lee y Zhang. 2014.
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2.3.2 Reguladores de la expresiéon génica del sistema de percepcién de quérum
y la susceptibilidad a los antibidticos.

Los genes reguladores son aquellas familias de genes encargados de controlar y dirigir
la velocidad de expresibn de uno o de varios genes o de rutas biosintéticas
involucradas en cualquier organismo. En P. aeruginosa, existen varias familias de
genes que regulan el sistema de percepcion de quérum y que influyen en la
susceptibilidad a los antibiéticos. Por ejemplo, los genes GacS/ GacA controlan la
produccion de metabolitos secundarios, la formacion de biopeliculas y la secrecion de
enzimas extracelulares implicados en la patogenicidad, ademas de ser un regulador
transcripcional positivo de lasR y rhll (70). El gen regulador AlgR2 esta involucrado en
la regulacion de la produccion de alginato, en la sintesis de polifosfato, asi como en la
secrecion de factores de virulencia tales como la proteasa alcalina, ademas de ser un
regulador transcripcional negativo de lasR y rhIR (71).

Los genes mvaT se identificaron como reguladores globales de la expresion de los
factores de virulencia debido a las mutaciones de estos genes que originaban el
silenciamiento de la lectina A y una disminucion en la produccién de piocianina,
ademas de que pueden modificar la expresion del operdn de las bombas de eflujo
MexEF-OprN (72). Juhas M, et al., en 2004 (73) determinaron que los genes rsmA
controlan también los niveles de la sefal de densidad celular (quérum), actuando como
regulador transcripcional negativo de lasl a igual que los genes rsal, que reprimen la
transcripcion del gen de la sintasa lasl y ademas reduce la produccién de moléculas
sefializadoras que regulan la expresion de bombas multiflujo  MexEF-OprN,
promoviendo la susceptibilidad a los antibidticos tales como trimetoprima,
cloranfenicol, norfloxacina y al acido nalidixico.

En 2011, Seet y Zhang (74) identificaron y caracterizaron un nuevo anti activador
transcripcional codificado por QslA en Pseudomonas aeruginosa, denotando que un
tipo de mutacion en QslA eleva la sefializacién de quérum mejorando la produccion de
factores de virulencia y de patogenicidad producto de la interaccion proteina-proteina
con pgsR y lasR, que impide que lasR se una a su promotor objetivo.

2.3.3 Inhibidores sintéticos del sistema de percepcion de quérum.

La utilizacion de compuestos de origen bioldgico o sintético con actividad inhibitoria
del sistema de percepcion de quérum se le conoce como quorum quenching cuyo
mecanismo de accion puede ser igual o diferente al de los antibidticos, sin embargo,
existe una relacion en que estos inhibidores del sistema de percepcion de quérum
influyen en las bombas de eflujo que logran sacar a los antibioticos del citoplasma.
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Los inhibidores sintéticos descritos presentan diversas estructuras y provienen de
diferentes precursores, tales como la azitromicina, un antibiético perteneciente al grupo
de los macrdlidos, caracterizado por poseer una lactona macrociclica que se puede unir
a uno o dos desoxiazlUcares, que ademas de presentar actividad antibidtica acttan
como inhibidores del sistema de percepcion de quérum de la cepa PAO1l de P.
aeruginosa, en la cual se ha demostrado que disminuye la produccién de factores de
virulencia y reduce la formacion de biopelicula (75). Estructuras genéricas de
furanilhidrazidas, tienilhidracidas, pirazolilhidracidas y pirazolilamidas tienen Ila
capacidad de inhibir la autoinduccion de los sistemas Las y Rhl debido a que en su
nacleo mantienen la estructura quimica que tiene una actividad antagonista a los
autoinductores 3-oxo-C12-homoserina lactona (OdDHL), y N-butanoil- homoserina
lactona (BHL), (76).

Con base a lo anterior, se ha demostrado que el sistema de percepcion de quérum se
puede inhibir mediante el uso de moléculas analogas o antagonicas a los
autoinductores que inhiben la formacién de biopeliculas y bloquean el sistema de
sefalizacion entre bacterias (77). Estos complejos contribuyen a la resistencia y
persistencia de muchas bacterias patégenas.

De algunos organismos marinos como las algas (Delisea pulchra) se ha aislado una
amplia gama de estructuras de furanonas halogenadas, las cuales estructuralmente
son muy similares a los autoreceptores de tipo acil- homoserin- lactonas (AHLS) que
participan en la percepcion de quérum en P. aeruginosa. Debido a esta similitud, las
furanonas intervienen en el mecanismo de sefializacién de las bacterias, reprimiendo
la produccion de factores de virulencia (78). Se han utilizado variantes sintéticas de las
furanonas, comprobando su capacidad para bloguear la comunicaciéon celular entre
bacterias y evitar la formacion de biopelicula en Salmonella entérica y Streptocuccus
mutans (79, 80).

El compuesto sintético (Z-)-4-Bromo-5-(bromometileno)-2(5H)-furanona (furanona C-
30) esta registrado como uno de los compuesto con mayor actividad inhibitoria del
sistema de percepcion de quérum en algunas cepas farmacorresistentes de
Pseudomonas aeruginosa. La furanona C-30 interviene en la expresion de los factores
de virulencia tales como la proteasa, Yy la elastasa, asi como en la produccion de
ramnolipidos, y la biosintesis de fenazina, precursores indispensables en la produccion
de piocianina (81).
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2.3.4 Productos naturales como inhibidores del sistema de percepcion de
quoérum.

Los productos naturales han retomado gran importancia en los ultimos 50 afios, ya que
muchos de ellos se han utilizado como base para la obtencién de farmacos. Entre sus
actividades terapéuticas, se destacan como agentes antimicrobianos, antimicéticos y
antivirales ya sea para el &rea biomédica o para el control fitopatdogeno (82).

La coexistencia de especies en los ecosistemas naturales ha propiciado que exista una
interaccion entre las especies, ya sea para competir, cooperar o para beneficiarse.
La activacion del sistema de percepcidén de quérum es mecanismo que utilizan algunas
bacterias para segregar una gran cantidad de compuestos como parte de su sistema
de defensa contra sus competidores o depredadores. Por ejemplo, algunas cepas de
Actinobacterias, Bacillus, Rhodococcus, Pseudomonas Yy Oceanofacilos tienen la
capacidad de secretar moléculas que impiden la biosintesis de la produccion de
autoinductores AHL de otras bacterias competidoras, en las cuales se han encontrado
4 enzimas que tienen la capacidad de inhibir el sistema de percepcion de quérum tales
como lactonasas y descarboxilasas que hidrolizan el anillo de lactona, mientras que la
AHL- acilasa y la desaminasa escinde la cadena lateral de acilo (83).

Diferentes cepas bacterianas tienen la capacidad de secretar metabolitos secundarios
tales como Streptomyces, que secreta butirolactonas (2 (3H) -furanonas) que actian
como anélogos de AHL e intervienen en la transcripcion de genes de virulencia (84).
Diversos intermediaros de la biosintesis de (2 (5H)-furanonas) en Hortonia sp y
Streptomyces presentaron una actividad inhibitoria del sistema de percepcion de
quérum en una cepa de C. violaceum mediante la represibn de moléculas
autoinductoras (85). La secrecion de metabolitos secundarios de Bacillus horikoshii,
B. pumilus y Vibrio n. tienen actividad eficiente contra la formacién de biopeliculas en S.
pyogenes (86).

Algunos animales también desarrollan mecanismos para prevenir o evitar ser
contagiados de una enfermedad ocasionada por un patégeno. Los ratones, ratas y el
pez cebra secretan enzimas que inactivan o degradan la sefiales de quérum de los
autoinductores C6HSL (N- hexanol- L- Homeserina lactona) y 30C12HSL (N-3-
oxododecanol homoserina lactona), mientras que la enzima acilasa del pez cebra
reduce la formacion de biopeliculas de A. hidrophila y Pseudomonas putida (87).

Los hongos también presentan una actividad inhibitoria del sistema de percepcion de
guérum, algunas cepas de Penicillium spp. secretan metabolitos secundarios tales
como la patulina y el acido peniciclico que se utilizan para reducir las infecciones y
lesiones en ratones causadas por P. aeruginosa, y que también inhibe el sistema de
percepcion de quérum, a través de la represion de los factores de virulencia (88).
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Diversos hongos enddfitos asociados a la rizosfera en plantas silvestres tienen la
capacidad de degradar a los autoinductores C6HSL y 30C6HSL de C. violaceum y A.
tumefaciens a través de la actividad de compuestos organicos como la lactona.
Actividad similar a estos hongos enddfitos también se han observado en algunos
hongos de género Ascomycota y Basidomycota (89). Los pigmentos naturales
producidas por Auricularia auricular también presentan una actividad inhibitoria de la
percepcion de quorum en C. violaceum mediante la produccion de violaceina que
presenta gran actividad reductora hacia las moléculas autoinductoras (90).

Con base a lo anterior, las plantas medicinales con fuerte actividad antimicrobiana han
resultado ser buenos inhibidores del sistema de percepcion de quérum, debido a la
gran cantidad de metabolitos secundarios que se encuentran en ellas, tales como la B-
galactosidasa y violaceina que se encuentran en grandes cantidad en el ajo (Allium
sativum) que disminuyen la produccién de biopeliculas , alginato y elastasa, en cepas
de A. tumefaciens, C. violaceum y P. aeruginosa, respectivamente (91, 92).

El uso de plantas como Medicago sativa y truncatula produce extractos con actividad
antimicrobiana contra C. violaceum y P. aeruginosa que disminuyen la secrecion de
los factores de virulencia (93). Las furocumarinas presentes en las uvas se han
utilizado contra estos patdgenos, disminuyendo la secrecidn de factores de virulencia y
la formacién de biopelicula de C. violaceum (94). Las plantas del género Brassica
presentan gran actividad antimicrobiana, debido a los metabolitos secundarios que
sintetizan, como la violaceina, que se usa contra P. aeruginosa cuya activad biol6gica
es similar al del antibiético aztreonam, un antibiotico betalactamico moniclico sintético
que inhibe la sintesis de pared celular (94). Armoracia rusticana, comunmente
conocidas como radbano picante o rabano de caballo es otra planta del género Brassica
que posee grandes propiedades biolégicas, de la raiz se extrajo la iberina, un
isotiocianato que ha demostrado inducir la expresion de enzimas de desintoxicacion de
fase Il, incluyendo la quinona reductasa y la glutation S- transferasa, ademas, inhibe la
expresion de las proteinas Cdk2, Cdk4 y Cdk6 en pruebas in vivo induciendo la
detencion del ciclo celular y la apoptosis (95).

No obstante, la iberina presenta gran actividad quorum quenching, destacandose por
la no interaccidén directa que tiene con los complejos reguladores transcripcionales
LasR y RhIR, sino por su efecto en la expresion de los pequeiios RNA reguladores
RsmY y RsmZ dependientes de GacA, RsmY y RsmZ que disminuye la produccién de
los factores de virulencia y la formaciéon de biopelicula en P. aeruginosa (96) . Los
estudios mencionados anteriormente destacan el potencial de las plantas como
agentes antimicrobianos, por lo cual, la busqueda de nuevos extractos y compuestos
puros con posible actividad de quorum quenching en bacterias patdgenas es una linea
de investigacion de mucho interés para el area biomédica ya que ofrece una
alternativa terapéutica al uso de no antibiéticos para combatir las enfermedades
ocasionadas principalmente por bacterias farmacorresistente.
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2.4 Plantas del género Larrea

El género Larrea pertenece a la familia de las zygophyllaceae, compende cinco
especies localizadas geograficamente en zonas aridas y semiaridas de Norteamérica y
Sudamérica. Se caracterizan por su numero de cromosomas. Argentina alberga tres
de las cinco especies; L. cuneifolia Cav. (n=26), L. nitida Cav. (n=13) y L. umeghinoi
Speg. (n=13). L. divaricata Coville (h=13) se encuentra en Argentinay en Perq, Chile y
Bolivia.

L. tridentata Cov. se encuentra distribuida en Norteamérica y presenta variaciones en
su cariotipo respecto al nivel de ploidia, sin embargo, es similar fenotipicamente a L.
divaricata; variante diploide (2n=26) de L. trdientata Cov. y se encuentra en el desierto
de Chihuahua, mientras que la variante tetraploide (2n=52) se encuentra en zonas
desérticas de Sonora y la hexaploide (2n= 78) se localiza en el desierto de Mojave, al
sur de California (97, 98).

2.4.1 Larrea tridentata, caracteristicas y distribucion.

Larrea tridentata se describié por primera vez entre los afios de 1750 y 1800 por Sessé
y Moc. en Coville, EUA. la etimologia Larrea se le otorgd en honor a Juan Antonio
Hernandez Pérez de Larrea, clérigo espafiol divulgador de ciencia nacido en 1730,
mientras que el término tridentata se refiere al epiteto latino que significa “tres dientes”
(99). A Larrea tridentata se le conoce comunmente como “la gobernadora” haciendo
alusién a su capacidad dominante sobre otras especies, aunque también se le conoce
como chaparral o hediondilla (100). Esta especie se encuentra distribuida
principalmente en las zonas semidesérticas y desérticas de América del Norte. En
EUA. se encuentra desde Texas hasta el sur de California, y en México se encuentra
principalmente en el desierto de Sonora (figura 5) vy gran parte de la peninsula
californiana, aunque también se encuentra en los Estados de Chihuahua, Coahuila,
Durango, Nuevo Leo6n, Zacatecas, San Luis Potosi e Hidalgo (100, 101).
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Larrea

tridentata ac”

Figura 5. Distribucion geogréafica de Larrea tridentata vy
Larrea divaricata en Norteamérica y Sudameérica,
respectivamente.

L. tridentata es una planta con forma de arbusto ramificado, cuya altura va desde los
0.3 hasta los 6 metros (Figura 6). Sus hojas estan formadas por 2 foliolos entrelazados
entre si y son de color verde o verde amarillento, sus flores son solitarias con un
diametro de 2.5 cm y con sépalos elipticos de 6 mm pubescentes y caedizos y pétalos
de color amarillo fuerte con una longitud de 1 cm y un ancho de 4 mm (Figura 7). La
especie presenta un sistema radicular superficial y extenso. En sus hojas se
encuentran grandes cantidades de resinas que actian como un protector
antitranspirante, asi como gran cantidad de metabolitos secundarios de los tipos
lignanos y flavonoides que constituyen un mecanismo de defensa para repelar el
ataque de herbivoros, hongos y otros microorganismos (100).
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Figura 6. Arbusto de Larrea tridentata. Figura 7. Larrea tridentata. A. ramas con frutos.
B. Hoias con estipulas. C. fruto. D. Flor.

Fuente: CONABIO, 2013. Rzedowkiy Calderén, 1988.

2.4.2 Composicion quimica

En los dltimos afios, se ha identificado y se ha ampliado el perfil fitoquimico de Larrea
tridentata (Tabla 2). Entre los compuestos identificados destacan aquellos con
actividad bioldgica contenido en extractos de acetato de etilo, metandlicos y etandlicos.
Entre los metabolitos secundarios identificados se encuentran terpenos, taninos,
flavonoides y saponinas. Con el uso de técnicas cromatograficas como la HPLC
(cromatografia de liquidos de alta resolucion) se logré identificar al acido cinamico, al
metil galato,a la catequina, al acido 2- hidroxicinAmico, al acido elagico y al acido
clorogénico en los extractos de dicha planta (102). En el follaje se han identificado gran
cantidad de flavonoides; como el 6-8- diglucésido de crisoeriol, el 3-3’- 7-8- eter-
tetrametilico de gosipetina, el 3-7 dimetil- herbacetina, el 3-7-8- éter-trimetilico de
herbacetina y la vecenina; algunos lignanos tales como el &cidos dihidro-
norguaiarético, el 3’- demetoxi-6- demetil- isoguaiacina, la 4-epilearreatricina y su
derivado 3’- hidroxilado, asi como a los triterpenos 3- beta (3- dihidroxi- cinamoil)-
eritrodiol; y el esterol betasitosterol, y en la raiz se han identificado compuestos como
el quinoideo larreantina (103, 104). Dentro de las hojas también se encuentran
moléculas densas y largas como son las resinas secretadas de tricomas glandurales,
las cuales contienen una gran cantidad de compuestos volatiles y aceites esenciales
gue la planta utiliza como mecanismos de defensa (105).

El principal compuesto identificado en las resinas es el acido nordihidroguayarético
(NDGA) el cual se encuentra presentes en gran cantidad en todas las variedades de
Larrea.
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Tabla 2. Principales metabolitos y compuestos organicos de Larrea tridentata.

% del peso seco de la Tipo Metabolito secundario
planta
16-21 Lignanos fendlicos Acido dihidroguayarético.

Hemi-noriguaicina.
Acido nordihidroguayarético.
Nordihidroguaiacina.

5-7.5 Flavonoides Apigenina, Kaempferol
10-15 Saponinas
Triterpenos Larreagenina A, &cido larreico.
0.1-0.2 Monoterpenos volatiles
Hidrocarbonos 35 Alfa peneno, delta-3- careno,

limoneno, benzaldehido,
benzilacetato.

Aromaticos Benzilbutano, metil naftaleno.
Esteroides Beta-sitosterol, colesterol,
campesterol.
Taninos
Carbohidratos Glucosa, sucrosa.
70 (en tallos) Lipidos Alkil ésteres (C46- C56)
16.6 Aminoacidos Fenilalanina, isoleucina, acido
glutdmico, acido aspértico,
glicina.
15.6 mg/lb Vitaminas Caroteno, Vitamina C
19.8 mg/100 g
13.7 Minerales Na, K, Ca, Mn, Fe, S, P

Fuente: Lira Saldivar, 2003. C.p. Binker, 1993.
2.4.3 Usos y aplicaciones

La gobernadora se ha usado como planta medicinal desde hace siglos. Los pueblos
nativos del norte de México y del suroeste de EUA, empleaban a esta planta como
remedio medicinal para varias enfermedades de origen renal y urinario tales como
célculos renales, dolor de rifién, o la cistitis (inflamacion de la vejiga) (106).

Uno de los principales usos de Larrea tridentata consiste para aquellas mujeres que
presentan problemas ginecolégicos asi como infecciones, dolores y malestares de la
menstruacion y molestias después del parto. El tratamiento consiste en la aplicacion
de lavados o la ingesta de infusiones a partir de las hojas, ramas y raices de la planta.
También se ha reportado que tiene propiedades curativas contra la mala digestion e
inflamacion mediante la aplicacién de infusiones o compresas calientes sobre el
vientre, ademas sirve para lavar heridas superficiales debido a que tiene propiedades
de cicatrizacion (103).
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La obtencion de resinas y antioxidantes de la gobernadora es otra aplicacion usada en
la industria ya sea para tefiir el cuero, elaborar plasticos o preparar pinturas, aunque
también se ha utilizado para alimentar al ganado debido a que el forraje es rico en fibra
y proteinas (107). En el follaje de la planta se encuentra la mayor cantidad del 4cido
nordihidroguayarético (NDGA) el cual se utiliza para la obtencion de grasa para lustrar
el calzado, y es la base de pegamentos, lubricantes, barnices y diferentes tipos de
hule (108). EI NDGA es un metabolito secundario que presenta gran actividad
antifangica de amplio espectro contra una gran variedad de especies de hongos en
pruebas in vitro, ademas de tener gran actividad insecticida, bactericida y nematicida,
por lo cual se ha utilizado contra algunas enfermedades en plantas como el gorgojo
pardo del frijol, principal barrenador de los granos (100).

En 1983, Velasquez et al., (109) elaboraron los primeros reportes sobre el uso de las
resinas de la gobernadora como moléculas bactericidas y bacteriostaticas a bajas dosis
en ensayos in vitro usando extractos etandlicos contra bacterias fitopatogenas como
Erwinia amylovoro, y Pseudomonas solanacearum. Ademas se ha encontrado que los
flavonoides de L. tridentata , particularmente los 3 — metoxiflavonoides, e incluyendo
al 3 — metil — keampferol, 3,3 ‘- dimetil- quercetin y 3,7,3’- trimetil- quercetin tienen
efecto antiviral hacia los virus de una sola cadena (que afectan al RNA) tales como el
virus de la polio, Coxsackie B2 y rinovirus (110).

Con base a lo anterior, Larrea tridentata también presenta propiedades
anticancerigenas en ensayos in vitro e in vivo en lineas celulares de cancer de mama,
en los cuales se observd que el NDGA tiene la capacidad de inhibir la funcién de dos
receptores tirosina quinasa: el receptor de crecimiento (IGF-1R) estimulado por la
insulina y el receptor del complejo c-erbB2/HER2/neu (111). Ademas, la gobernadora
también presenta propiedades antiparasitarias contra G. lamblia, E. histolytica y N.
fowleri. que describen que el NDGA vy cierta clase de lignanos como la demetoxi
isoguayacina inhiben el crecimiento de los huevecillos inhibiendo la sintesis de
proteinas (112).

Recientemente, Chan et al., 2018 (113) determinaron que el NDGA tiene propiedades
reguladoras del sindrome de obesidad inducida por estilos de vida (ALIOS) por sus
siglas en inglés. En dicho estudio se observé que administracibn concomitante de
NDGA normalizo el peso del tejido adiposo del cuerpo y del epididimo, ademas de los
niveles de ALT y AST vy los triglicéridos del higado, asi mismo, se observé que el
tratamiento con NDGA también mejoro la sensibilidad a la insulina pero no la tolerancia
a la glucosa en ratones alimentados con la dieta ALIOS. La conclusion de este estudio
denota que el uso de NDGA mejora la desregulacion metabdlica al modular
simultdneamente al factor de transcripcion PPARa y los genes clave implicados en la
oxidacion de &cidos grasos, en la codificacion de enzimas antioxidantes clave y
lipogénicas en apoptosis y en las vias de sefalizacién del estrés del reticulo
endoplasmatico (113).
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Finalmente, estudios recientes sobre L. tridentata, han determinado que el NDGA
inhibe la actividad de tres enzimas diferentes implicadas en el manejo de la glucosa
posprandial: la a- amilasa, la a- glucosidasa y la dipeptidil peptidasa, teniendo como
resultado la inhibicién considerable de estas enzimas importantes para los valores de
ICs0 (114).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

P. aeruginosa es un problema de salud a nivel nacional y mundial, ya que es la
principal causa de infecciones nosocomiales en pacientes con cancer, fibrosis quistica
y pacientes con quemaduras. Esta bacteria presenta resistencia natural y adquirida a
diversas clases de antibidticos, por lo que es necesario encontrar nuevos métodos de
tratamiento que inhiban o disminuyan la comunicacion celular o la produccion de
factores de virulencia, moléculas importantes para la infeccidbn y permanencia en el
huésped.

3.1 Hipotesis

e El extracto de acetato de etilo y los metabolitos secundarios obtenidos de la
planta L. tridentata disminuyen la expresion de genes asociados a sistema de
percepcion de quérum y/o la produccion de factores de virulencia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Analizar la regulacién del sistema de percepcion de quérum de P. aeruginosa
es respuesta a un extracto bioactivo y metabolitos secundarios purificados de
Larrea tridentata.

4.2 Objetivos particulares

e Obtener un extracto bioactivo del follaje de L. tridentata mediante solventes
organicos (acetato de etilo).

e Extraer y purificar metabolitos secundarios presentes en el extracto de L.
tridentata.

e Caracterizar e identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
bioactivo por métodos espectroscépicos y espectrométricos.

e Evaluar la producciéon de los factores de virulencia tales como la elastasa, la
proteasa alcalina y la piocianina en cepas silvestres (PA14) vy
farmacorresistentes (PA64) de P. aeruginosa en respuesta a los metabolitos
secundarios de L. tridentata.

1) (5R)-5-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol

2) 4 4'-(2,3-dimetillbutano-1,4-diil)dibenzeno-1,2-diol

3) (8R)-8-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol

4) 5-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona.

5) 5,7,8-trihidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona.

6) 3-hidroxi-4-((1E,4E)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-oxopenta-1,4-dien-1-
ilfuran-2,5-diona
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e Evaluar la expresion de los genes (lasl, lasR, rhll, rhIR, lasB, toxA, phz)
involucrados en el sistemas de percepcion de quérum y en la produccion de
factores de virulencia en cepas silvestres y farmacorresistentes de P.
aeruginosa.

5.0 MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal

Larrea tridentata se consiguio en el mercado de Sonora, en la Ciudad de México. Una
muestra de herbario (raiz, tallo y hojas) se envi6 al Herbario de la Facultad de Ciencias
(UNAM) para su correcta clasificacion. La parte aérea del material vegetal (2.5 kg) se
secO a temperatura ambiente y se tritur6 por medio de un molino eléctrico.

5.2 Obtencidn del extracto de acetato de etilo

El material seco y molido se trat6 de manera consecutiva con disolventes de polaridad
ascendente: hexano (Hx), acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH). La destilacién a
presién reducida de los disolventes proporciond los respectivos extractos. Se
obtuvieron 18 g de extracto de hexano, 237.8 g de extracto de acetato de etiloy 162.33
g de extracto metandlico.

5.3 Cromatografia en columna abierta

Al extracto de acetato de etilo (EAcCOEt) de Larrea tridentata (50 g) se le agreg6 silica
gel para secarlo y refinar el punto de aplicacion, posteriormente se sometié a
fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta(CC), empacada con silica
gel (500 g) con una relacion 1:10 de silice con el punto de aplicacién.

5.4 Recoleccion de muestras obtenidas por la cromatografia en columna abierta

Las fracciones contenidas en las columnas cromatograficas se eluyeron comenzando
con hexano en relacion (1:0), es decir, solo hexano, luego se aumentd gradualmente
la polaridad con mezclas de hexano-acetato de metilo, en relacion 4:1,3:2, 2:3,1:4
hasta llegar al acetato de etilo (1:0), la misma relacion se uso para el acetato de etilo —
metanol, hasta llegar a metanol (1:0).

Las fracciones eluidas de la columna cromatografica se recolectaron en matraces de
bola, las cuales se aforaron hasta la mitad por actividad de gravedad de la misma
columna, posteriormente dichas fracciones se llevaron a un rotavapor, obteniendo un
fraccion evaporada donde se agrego el disolvente para su disolucidon completa para
obtener la fraccion deseada, luego se trasvaso a un vial (recipiente de vidrio) con un
volumen de 10 a 30 mL aproximadamente, las fracciones se reunieron con base en la
semejanza de sus componentes quimicos determinada mediante la cromatografia en
capa fina analitica (CCFa). Se obtuvieron 149 fracciones primarias en la primera
columna y 178 fracciones primarias en la segunda columna.
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5.5 Identificacion de los metabolitos secundarios

La identificacion de los diferentes compuestos aislados se realiz6 purificando las
fracciones, quitando el exceso de disolvente y recristalizando las muestras para su
analisis a través de métodos espectroscopicos y espectrométricos.

5.6 Cepas utilizadas

Las cepas utilizadas en este estudio fueron la cepa PAlsilvestre (WT) (PA14K)
donada al Dr. Rodolfo Garcia Contreras de la facultad de Medicina de la UNAM, por el
Dr.You-Hee Cho del Colegio de Farmacia de la Universidad CHA en Corea del Sur
(115).

La cepa farmacorresistente fue donada al Dr. Rodolfo Garcia Contreras de la facultad
de Medicina de la UNAM, a partir de un aislado clinico del Instituto de Investigaciones
en Ciencias Biomédicas de la Universidad de Ulster en Reino Unido.

5.7 Medio y placas Luria-Bertani (LB)

Este medio fue utilizado para la preparacion de los precultivos bacterianos, ya que
permite el libre crecimiento de todas las cepas utilizadas debido a que no presenta
restriccion en la obtenciéon de la fuente de carbono. Para la preparacion de un litro de
cultivo se pesaron 10g NaCl, 5 g de extracto de levadura y 10 g de triptona, sin ajustar
el pH. Para la preparacién de las placas de LB se agreg6 a la solucion 1.2% Agar.

5.8 Medicién de curva de crecimiento y condiciones de tratamiento para los
ensayos in vitro de Pseudomonas aeruginosa.

Para medir el crecimiento bacteriano, se dejé el medio de cultivo por “Over Night” (ON)
a partir de 5 mL de medio LB y 10 pL de alicuota de bacterias de cada cepa (PA14y
PA64) bajo un periodo de 12 a 13 horas aproximadamente a 37°C con agitacion
constante de 200 rpm. Posteriormente se hizo una dilucion 1/10 del cultivo ON (1mL
de bacterias del cultivo ON y 9 mL de medio LB) y se cuantificé el crecimiento inicial de
cada cepa por densidad optica (D.O) a 600nm. Luego se agregaron 30 mL de LB en
2 matraces erlenmeyer de 125 mL para determinar cuantos pL del cultivo ON (V) se
deben agregar a los 30 mL de medio LB; para ello se aplico la siguiente formula:

C,(0.10) V,(30 mL)
C,D.0. del ON

c,\V, = GV, mL de ON agrgegar V1 =

A partir de las mediciones obtenidas se agregaron los volumenes correspondientes a
cada concentracion y se incubd por un periodo de 2 a 3h a 37°C con agitacion de 200
rpm. Después de este periodo se reviso la D.O de los reinéculos bacterianos, si
estaban en D.O= 1 se repartieron en matraces de 5 mL por cada cepa (sila D.O no era
1, se regresaban a incubacion hasta que los reindculos bacterianos llegaran a D.O=1).
En el anexo 10.1 se encuentran los calculos correspondientes a las concentraciones de
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cada compuesto. La siguiente tabla se usé como base para preparar las condiciones de
cada tratamiento.

Compuesto PM (g/mol)  Concentracion 100 uM 100 pMm 1uM
Reportada
Extracto de AcCOEt NA NA NA NA
Compuesto 1 298.16 ++ ++ ++
Compuesto 2 302.36 ++ ++ ++
Compuesto 3 298.16 100 — 500 ++ ++ ++
Compuesto 4 359.11 Y ++ ++ ++
Compuesto 5 330.07 ++ ++ ++
Compuesto 6 346.29 ++ ++ ++
C-30 253.87 50 uM ++ ++

* El extracto se utilizé a un volumen de 100 mg/mL.

Se agregaron las cantidades de cada compuesto de diferente concentracion, (5 pL de
cada compuesto por cada 1mL de cultivo) en cada matraz erlenmeyer cubiertos con un
tapon de tela y se incubaron por un periodo 24 h a 37°C con agitacion de 200 rpm.
Luego del periodo de incubacion, se tomé una alicuota para medir el crecimiento en
una dilucion 9:1 con 900 pL de agua y 100 pL de cultivo bacteriano y se medi6 en el
espectrofotometro a 600 nm. Del cultivo bacteriano se colecté 1mLy se transfirio a un
tubo de microcentrifuga de 2 mL, luego se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se transfirid6 a un tubo limpio de microcentrifuga de 2 mL y se guardé a
4°C, mientras que la pastilla o “pellet” se guard6 a -70 °C.

5.9 Determinacién de factores de virulencia.

Para la cuantificacion de elastasa se tom6 como base la técnica de Perlmann y Lorend
(116, 117). Para ello, se diluyeron los sobrenadante 1/10 (100 uL sobrenadante y 900
puL agua destilada). Los niveles de elastasa en el medio extracelular (sobrenadante)
de los cultivos de P. aeruginosa se determinaron mediante el reactivo Elastin Red
Congo como se describe a continuacion. En un tubo de microcentrifuga se agregaron
0.0050 g del reactivo Elastin Red Congo (Sigma-Aldrich), 900 pL del buffer de elastasa
(100 mM Tris-HCI, 1 mM CacCl, con pH de 7.5) y 100 pL de la dilucion 1/10. La mezcla
se incubod a 37°C con agitacion (200 rpm) por 2h, y se medié la D.O de las mezclas a
495 nm.

La cuantificacion de proteasa alcalina se baso6 en la técnica de usar el azul brillante de
remazol (BRRB) que es un reactivo que mide indirectamente la actividad de proteasas
utilizando como sustrato los tejidos o fibras celulélisicas como el colageno, debido al
grupo alquilo sulfonato que es el responsable de la unién con las fibras celulésicas bajo
condiciones alcalinas tefliendo la mezcla de azul (118). Para ello, se diluyeron los
sobrenadantes 1/10 de los cultivos de P. aeruginosa (100 pL sobrenadante y 900 pL
agua destilada).
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En un tubo de microcentrifuga se agregaron 0.0050 g del reactivo Hide-Brilliant
Remazol Blue (sigma-Aldrich), 875 pL buffer proteasa (100 mM Tris-HCI, 1 mM CacCl,
con pH 8) y 125 pL de la dilucién 1/10 sobrenadantes, la mezcla se incub6é por 50
minutos a 37°C a 200 rpm y luego se midi6 la D.O a 595 nm.

La cuantificacion de piocianina se realizé siguiendo el protocolo de Kurachi (119)
mejorado por Knight en 1978. Con base en esto, se agregaron 400 puL de cloroformo y
800 L de sobrenadante a un tubo de microcentrifuga el cual se agitdé vigorosamente
(con vortex) por 2 min y después se centrifugd a 14000 rpm por 1 min. La fase azul se
transfirié a otro tubo de microcentrifuga y se le agregaron 800 puL de HCI 0.2 Ny se
agitd manualmente por 1 min. Posteriormente, se centrifugé a 14000 rpm por 1 min.,
luego se tom6 650 uL de la fase superior con 350 pL de agua, antes de medir la
absorbancia a 520 nm. en una celda de cuarzo.

5.10 Genes regulados por el sistema de percepcion de quérum en
Pseudomonas aeruginosa.

La tabla 3 describe los diferentes tipos de genes regulados por el sistema de
percepcion de quérum en Pseudomonas aeruginosa los cuales fueron analizados en
este trabajo. Las secuencias de los oligonulcleotidos y de los genes (lasl, lasR, rhIR,
rhliR, aprA, lasB, toxA) y 16s RNA ribosomal fueron obtenidos a partir de trabajos
previos como el de Sabharwal, et al., en 2014 (120) y Toschka, 1998 (121) ,
respectivamente. Asi mismo, de aquellos genes que no se tenian oligos reportados
(pgsR, phz) se disefiaron de novo en el programa Primer-BLAST de NCBI e Integrated

DNA Technologies — PrimerQuest Tool.

Tabla 3. Genes regulados sistema de percepcion de quérum en P. aeruginosa.

Tipo de Nombre Oligo (forward) 5’-> 3’ Oligo (Reverse) 5’->3’
gen del gen
Genes que | lasl CGTGCTCAAGTGTTCAAGG TACAGTCGGAAAAGCCCAG
r(_agulan el lasR AAGTGGAAAATTGGAGTGGAG GTAGTTGCCGACGACGATGAAG
sistema de |'rhIR TGCATTTTATCGATCAGGGC CACTTCCTTTTCCAGGACG
Quorum rhil TTCATCCTCCTTTAGTCTTCCC TTCCAGCGATTCAGAGAGC
Sensing.  'pgsR AACCTGGAAATCGACCTGTG GGCGTTCCTCGACGAAATAA
Genes que | aprA GTCGACCAGGCGGCGGAGCAGATA | GCCGAGGCCGCCGTAGAGGATGTC
regulan los | (proteasa)
factores de | lasB TTCTACCCGAAGGACTGATAC AACACCCATGATCGCAAC
virulencia | (elastasa)
phz AGAGTACCAACGGTTGAAAGG GGATGTAGTGGTTCTCGCAATA
(piocianina)
toxA GGAGCGCAACTATCCCACT TGGTAGCCGACGAACACATA
(exotoxina)
Gen 16s AGATGAGCCTAGGTCGGATTA GCCCTTCCTCCCAACTTAAA
constitutivo | Ribosomal
RNA
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5.11 Extraccién y cuantificaciéon de RNA de Pseudomonas aeruginosa.

El RNA de las cepas PA14 y PA64 de Pseudomonas aeruginosa se extrajo siguiendo
el protocolo recomendado para el reactivo Trizol (invitrogen). Los cultivos bacterianos
se centrifugaron a 14000 rpm, se desecho el sobrenadante y se colecté la pastilla para
hacer la extraccion de RNA. Estos RNAs se extrajeron durante la fase de crecimiento
exponencial del cultivo bacteriano, después de la secrecion de los factores de
virulencia. Las pastillas de bacterias (250 pL) se resuspendieron en 750 uL de Trizol,
mediante pipeteo suave y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente para
permitir la completa disociacién de los complejos de nucleoproteinas. Posteriormente,
con el homogeneizador mecanico se maceraron las células dentro del tubo hasta
romper la pared celular evitando la formacion de grumos.

Luego se adicionaron 0,2 mL de cloroformo frio por cada 1 mL de Trizol y se agitaron
vigorosamente por 15 s, posteriormente se incubaron por 3 min a temperatura
ambiente y se centrifugd a 12000 x g por 15 min a 4°C. Se transfirid las fase acuosa
gue (corresponde aproximadamente el 40 % del volumen de reactivo Trizol utilizado) a
un tubo nuevo de microcentrifuga y se adicionaron 0.5 mL de isopropanol frio al 100%
por cada 1 mL de reactivo Trizol. Luego se incubaron por 10 min a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 12000 x g por 10 minutos a 4°C.

La limpieza del RNA consisti6 en descartar el sobrenadante dejando Unicamente la
pastilla de RNA, se agregé 1 mL de etanol al 75% por cada 1 mL de reactivo Trizol
utilizado, se mezclé vigorosamente (en vortex) y se centrifugd a 7500 x g por 5 min a
4°C y se desecho el sobrenadante. Luego se dejo secar la pastilla de RNA dejando el
tubo en posicion invertida hasta que el etanol se evaporara. Finalmente se
resuspendieron en 20 uL de agua DEPC. Antes de la cuantificacion, las muestras se
incubaron a 55°C- 60°C por un periodo de 10 a 15 minutos para favorecer la
desnaturalizacion de estructuras secundarias y se almacenaron a -70°C.

La cuantificacion de RNA se hizo de muestras que tenian el tratamiento a 100 uM
(tabla 4) mediante el espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop One que mide
concentraciones con 1 puL de muestra, con gran exactitud y reproductibilidad.
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Tabla 4. Cuantificacion de RNA.

Muestra
PA 14 (wt)
C-30

Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Extracto de
AcOEt
PA 64 (wt)
C-30

Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Extracto de
AcOEt

ng/ UL  Abs. 260/280 Abs. 260/230

1060.7
1543.0
1661.8
1293.7
1387.2
1360.9
1459.7
1158.0
1214.4

1250.9
1590.8
1774.9
1434.9
1632.2
1174.3
1603.1
1579.0
2045.4

1.95
1.98
1.97
191
1.95
1.94
1.95
1.92
1.87

1.97
1.98
1.93
1.94
1.97
1.94
1.95
1.96
1.96

1.69
1.74
1.81
1.65
1.84
1.60
1.84
1.83
1.71

1.67
1.66
1.83
1.77
1.85
1.84
1.82
1.86
1.83

5. 12 Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)

La RT-PCR es un método de analisis para la expresion de genes, para ello es
necesario tratar las muestras con Dnasa | para eliminar el DNA contaminante.

1. Para cada muestra de RNA se siguio el siguiente protocolo:

Reactivo Volumen condiciones

RNA 5 uL

10X Buffer de reaccion con MgCl, 1 pL

DNase 1, Rnase-free (invitrogen) 3 pL 37 °C por 30 minutos
Agua DEPC 1puL

Volumen total 10 pL

2. Después de haber transcurrido este periodo, se agregd a cada muestra 1uL de
EDTA 50 mM y se incubo a 65 °C por 10 minutos.

El siguiente protocolo fue optimizado para generar la cadena complementaria de DNA
(cDNA), necesaria para hacer reacciones de PCR.
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3. Para cada tratamiento se agregaron las siguientes soluciones:

Reactivo Volumen condiciones

RNA (tratado con Dnasa I ) 10 pL
Oligos randdom Hexaméros 1L
Agua DEPC 15puL

65°C por 10 minutos.

4. Posteriormente, las reacciones se incubaron a 25°C por 10 minutos.

5. A la solucion original se le afiadieron los siguientes reactivos:

Reactivo Volumen condiciones

5X Buffer de reaccion 4 uL

Inhibidora de Rnase RiboLock 0.5 pL

dNTP Mix 10 mM 2 L 42 °C por 60 minutos
RevertAid Reverse 1 pL

Transcriptase

Volumen total 20 L

6. Las reacciones se incubaron a 70°C por 10 minutos.

7. Las reacciones de reversa transcriptasa (RT) se utilizaron para hacer las reacciones
de PCR.

8. Para preparar reacciones en paralelo y minimizar los margenes de error, se hicieron
reacciones de PCR Mix siguiendo el protocolo para la Tag DNA polimerasa
(invitrogen):

Reactivo Cantidad
10X Taq Buffer 5uL
DNTP Mix, 2 mM 1puL
Forward primer 2uL
Reverse primer 2uL

25 mM MgCl, 4uL
Templado de DNA 2uL

Tag DNA polimerasa 0.25U

Agua libre de nucleasas 33.75uL

Volumen final para cada 50uL
reaccion.
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La tabla 5, resume las condiciones de amplificacion para cada gen involucrado en el
sistema de percepcion de quorum en Pseudomonas aeruginosa. Para los genes lasl,
lasR, rhll, rhIR, lasB y toxA se utilizaron las condiciones de amplificacion reportadas
en 2014 (120). Mientras que para los genes phz y 16s rRNA
ribosomal se optimizaron las condiciones de amplificacion de novo.

por Sabharwal et al.

Tabla 5. Condiciones de amplificacion para PCR.

Gen Desnatu- | No. Desnatu- Apareamiento | Extension | Extensién | Tamafio Referencia
ralizacion | Ciclos | ralizacién de secuencias final de
amplicon
(pb)
las| 50°/60°- 1min 295 (120)
95°C- 2 30 95°C-40s | 60°C — 1min 72°C- 2 72°C-
lasR min. min 10min 130
60°C — 1min
rhil 155
60°C — 1min
rhiR
133
lasB 95 °C- 35 95°C-30s | 55°C-30S. 72°C-1 72°C-10 | 153
2min min min
tox A | 95°C-2 30 95°C-40s | 50°C-40S. 72°C-2 72°C-10 | 150
min min min
phz 95°C-2 35 95°C-30s | 55°C- 1 min 72°C-1 72°C-10 362 Optimi-
min min min zados
16s 95°C- 30 95°C- 40s 56°C — 1 min 72°C-1 72°C-10 231 Optimi-
rRNA | 2min min min zados.

5.13 Electroforesis en geles de agarosa

1. Para visualizar la integridad del RNA se prepar6 el gel de agarosa desnaturalizante
con los siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad
Agua DEPC 25.6 mL
Agarosa 1% 0.30¢g
Buffer MOPS 10X 3mL
Formaldehido 1.4 mL
SYBR Green | 3 uL

2. En cada pocillo se agregaron 3 uL de RNA mas 6 pL de buffer de carga.

3. Las muestras se corrieron a 100 V. durante 30 minutos.

4. El gel se visualizo en un fotodocumentador.
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1. Para visualizar los amplicones de PCR se prepararon geles de agarosa con los
siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad
Agarosa 1.5 % 0.60 g.
Buffer TAE 1X 40 mL

2. La mezcla se agit6 y se calentd hasta que se disolviera completamente.

3. Posteriormente se agregaron 4 pL de colorante SYBR Green | y se dejo gelificar.
4. En cada pocillo se agregaron 10 pL de producto de PCR mas 2 pL de buffer de
carga.

5. Las muestras se corrieron a 90 V. por 40 minutos.

6. El gel se visualizé en un fotodocumentador.

5.14 Andlisis de geles de agarosa por densitometria.

Los niveles de expresidbn (acumulacién de transcrito) de los genes descritos
anteriormente se analizaron mediante densitometria con ayuda del software Image J.
Para esto, se analiz6 la intensidad de las bandas para cada gen en geles de agarosa.
La intensidad de las bandas se normalizo en relacion a la intensidad de las bandas del
gen constitutivo.

Para tener una mejor presentacion de resultados, los niveles de expresion génica de
cada gen se calcul6 el efecto en porcentajes en relacion a la cepa sin tratamiento.

5.15 Analisis estadistico

Los resultados de los experiementos in vitro se expresaron como media estandar de
error (). Ademas, los resultados se agruparon y se analizaron estadisticamente con el
software NCSS — Basic (version 2007) y se sometieron a un analisis de comparaciones
multiples por (ANOVA) seguido de una prueba de Dunnet con a=0.05 con intervalo de
confianza de 95%. Los valores con p < 0.05 se consideraron como indicadores
estadisticos significativos. Las figuras se realizaron a través del software GraphPad
Prism (version 5.01) y Microsoft Excel 2017.
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6.0 RESULTADOS

6.1 Rendimiento del extracto de acetato de etilo y purificacién de fracciones de
Larrea tridentata

El rendimiento del extracto del acetato de etilo (EACOELt) se calcul6 a partir del total del
extracto obtenido en relacion al total de la muestra, el rendimiento se considera alto si
los valores oscilan entre el 5y 20% en funcion de gramo por disolvente.

Rendimiento del extracto de Acetato de etilo

_ total de extracto obtenido (237.89)
x= total de muestra (2500 g)

(100%) = 9.512 %

Se aprovechd el alto rendimiento del extracto para obtener el mayor numero de
compuestos puros, para ello fue necesario eluir dos columnas cromatografica. Las
tabla 6 y 7 muestran las fracciones colectadas de la primera y segunda columna
cromatografica reunidas por similitud (fracciones con el mismo eluyente y la misma
proporcién de polaridad).

Tabla 6. Cromatografia del extracto de Acetato de etilo de Larrea tridentata.
Fracciones| Eluyente |Proporcién Fracciones clave del
Reunidas por similitud compuesto
1-10 Hexano 100% 11-20
11-23 Hx/AcOEt 9:1 21-25
24-48 Hx/AcOEt 8:2 26-30, 37-40 Compuesto 1
49-71 Hx/AcOEt 7:3 56-62 Compuesto 2
72-88 Hx/AcOEt 6:4 77-88 Compuesto 4
89-99 Hx/AcOEt 1:1 85-95
100-113 AcOEt 100 % 100-111
114-120 |AcOEt/MeOH 9:1 114-118
121-126 |AcOEt/MeOH 8:2 121-126
127-132 |AcOEt/MeOH 7:3 127-132
133-139 |AcOEt/MeOH 6:4 133-139
140-145 |AcOEt/MeOH 1:1 140-145
146-149 MeOH 100% 146-149

*las letras en negritas significa que en esas fracciones se encontraron compuestos puros
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Tabla 7. Cromatografia del extracto de Acetato de etilo de Larrea tridentata.

Fracciones| Eluyente [Proporcién Fracciones Clave del compuesto
Reunidas por similitud
1-20 Hexano 100% 15-20
21-30 Hx/AcOEt 9:1 21-30
31-64 Hx/AcOEt 8:2 45-48, 59-64
65-89 Hx/AcOEt 7:3 68-69, 71-88 Compuesto 3
90-111 Hx/AcOEt 6:4 92-97, 105-111 Compuesto 5
112-122 | Hx/AcOEt 1:1 115-118, 119-122
123-132 AcOEt 100 % 125 Compuesto 6
133-140 |AcOEt/MeOH 9:1 133-138
141-147 |AcOEt/MeOH 8:2 141-145
148-158 |AcOEt/MeOH 7:3 149-155
159-165 |AcOEt/MeOH 6:4 160-164
166-174 |AcOEt/MeOH 1:1 166-174
175-178 MeOH 100% 175-178

*las letras en negritas significa que en esas fracciones se encontraron compuestos puros

6.2 Estructura e identificacion de los compuestos quimicos purificados de
L. tridentata

La adquisicién de los espectros de resonancia magnética nuclear (RNM *H) se realizé
en un equipo Brucker Fourier de 300 MHz. A partir de estos espectros se determiné la
estructura que se presentan a continuacion.
Los disolventes deuterados utilizados en la realizacion de los experimentos, fueron
cloroformo deuterado (CDCl;) de Cambridge Laboratories MR, al 99.5% silver fold y
dimetilsulféxido deutarado (DMSO-d6) de Cambridge Laboratories M7, al 99.6 %.
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6.2.1 Compuesto 1: 5R)-5-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronaftalen-2-ol

HO

OH

Nombre IUPAC:
(5R)-5-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol
Férmula molecular: C19H,,03

Masa molecular: 298.16 g/mol.

m/z: 298.16 (100.0%), 299.16 (20.9%), 300.16 (2.6%).

Analisis elemental: C, 76.48; H, 7.43; O, 16.09

Punto de fusién: 138°C.

Disolvente: Acetona.

Fase de elucién: 9:1 (Hexano: Acetato de etilo).

Caracteristicas fisicas: Sdlido fino color blanco.

La siguiente estructura quimica que se compone de dos anillos aromaticos y un anillo
de ciclohexano saturado, describe un patron caracteristico en el espectro de hidrégeno
a 300 MHz. En la figura 8, se puede observar el espectro de proton para la estructura
(5R)-5-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (estructura del
compuesto 1).

A campo bajo se aprecia 4 grupos de sefales que corresponden a los protones de los
dos anillos aromaticos, seguido de una sefal simple que integra para dos protones,
correspondiente al grupo metoxilo de la posicion 8. Y en campo alto, se puede observar
3 grupos de sefiales correspondientes a los protones del anillo de ciclohexano.
Finalmente se observa sobrepuestas las dos sefales correspondientes a los dos
grupos metilo de las posiciones 13y 14 en la molécula.
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Figura 8. Espectro de RMN 'H (300 MHz en CDCls) para la molécula (5R)-5-(4-
hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (compuesto 1).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.57 (s,
1H), 6.40 (s, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.62 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 2.88 (dd, J = 16.4, 5.1 Hz, 1H),
2.46 (dd, J = 16.4, 7.3 Hz, 1H), 2.09 — 1.84 (m, 2H), 0.89 (m, 6H).
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Para analizar mas a detalle las sefiales a campo bajo del espectro anterior, se realizé
una ampliacion del espectro, para observar la multiplicidad caracteristica de los
sistemas que presenta la molécula (Figura 9). En 6.88 y en 6.70 ppm se encuentran
dos sefales dobles que integran para dos protones cada una y que corresponden a los
del sistema AA"-BB” del anillo aromatico di sustituido en posiciones 1,4. En la misma
region aromatica se encuentran otras dos sefales; un singulete en 6.57 ppm
correspondiente al proton de lo posicion 9 y otro singulete en 6.40 ppm correspondiente

al protén de la posicion 6.
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Figura 9. Ampliacion de la region aromatica para el compuesto (5R)-5-(4-hidroxifenil)-
3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (compuesto 1).
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En la siguiente ampliacion del espectro, se puede apreciar con mas detalle en 3.86
ppm una sefial simple que integra para tres protones correspondientes al grupo
metoxilo del anillo aromatico. Después de esta sefial se observa una sefial doble en
3.62 ppm y con una constante de acoplamiento de 6 Hz que integra para el CH de la
posicion 1 del anillo de ciclohexano; en 2.88 ppm se observa dos sefiales dobles de
dobles para el CH, de la posicion 4; de 2.09 a 1.84 ppm se observa una sefial
compleja para los protones ubicados en las posiciones 2 y 3 del ciclohexano y
finalmente a campo mas alto en 0.89 ppm se observa de manera sobrepuesta dos
sefales simples que integran para 6 protones de los dos CHj; ubicados en las
posiciones 2y 3.
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Figura 10. Ampliacibn de la regibn a campo alto para el compuesto (5R)-5-(4-
hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (compuesto 1).

Con el analisis de las sefiales anteriores, se puede confirmar la estructura propuesta
para la molécula mencionada.
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6.2.2 Compuesto 2: 4 4'-(2,3-dimetillbutano-1,4-diil)dibenzeno-1,2-diol

OH

HO
OH

HO

Nombre IUPAC: 4 4'-(2,3-dimetillboutano-1,4-diil)dibenzeno-1,2-diol
Nombre genérico: Acido Nordihidroguayarético (NDGA).

Formula molecular: C1gH2504

Masa molecular: 302.36 g/mol.

m/z: 302.15 (100.0%), 303.16 (19.9%), 304.16 (2.7%).

Andlisis elemental: C, 71.50; H, 7.33; O, 21.17

Punto de fusion: 184°C.

Disolvente: Acetona.

Fase de elucién: 6:4 (hexano: acetato de etilo).

Caracteristicas fisicas: Solido refinado de color amarillo palido.

En la figura 11 se puede observar el espectro de protén para la molécula 4 4'-(2,3-
dimetillbutano-1,4-diil) dibenzeno-1,2-diol correspondiente al compuesto 2, en donde se
aprecia a campo bajo en 8.63 ppm un singulete ancho que integra para 4 protones, los
cuales corresponden a las sefiales de los 4 grupos hidroxilo en las posiciones 7, 8, 21y
22. En la region aromatica se observan los tres grupos de sefales: dos sefiales
simples en 6.63 y 6.60 ppm que corresponden a los protones aromaticos de las
posiciones 6 y 16; en 6.52 y 6.38 ppm dos sefales dobles de dobles correspondientes
a los protones aromaticos 3, 4, 19 y 20. En campo alto se puede observar dos sefales
dobles de dobles que integran para 2 protones respectivamente y que identifican a los
dos grupos CH; 9y 12; y un cuarteto en 1.6 ppm que integra para 2 protones de los
grupos CH en las posiciones 10 y 11. Finalmente se encuentran dos singuletes en 0.75
y 0.73 ppm que integran para 3 protones cada una, respectivas a los dos CHj3 de las
posiciones 13y 14.
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Figura 11. Espectro de RMN 'H (300 MHz en CDCls) para la molécula 4 4'-(2,3-
dimetillbutano-1,4-diil)dibenzeno-1,2-diol (compuesto 2).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & 7.90 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.72 (s,
1H), 7.26 (s, 1H), 4.84 (s, 3H), 4.60 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 3.95 (dd, J = 16.2, 5.0 Hz, 1H),
3.52 (dd, J = 16.2, 7.1 Hz, 1H), 3.54 — 3.46 (m, 2H), 1.94 (m, 6H).

55



Ciencias Agrogenémicas

6.2.3 Compuesto 3: (8R)-8-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronaftalen-2-ol

HO

Nombre IUPAC:
(8R)-8-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol
Férmula molecular: C19H,,03

Masa molecular: 298.16 g/mol.

m/z: 298.16 (100.0%), 299.16 (20.9%), 300.16 (2.6%).

Analisis elemental: C, 76.48; H, 7.43; O, 16.09

Punto de fusién: 144°C.

Disolvente: Diclorometano.

Fase de elucion: 7:3 (hexano: acetato de etilo).

Caracteristicas fisicas: Soélido fino color blanco.

En la figura 12 se muestra el espectro de protdn para el compuesto (8R)-8-(4-
hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol  (compuesto 3) que
corresponde al isdbmero de la estructura de la figura 8, en donde solo cambia el grupo
metoxilo de la posicién 8 a la posicidon 7. Como se muestra, se observa un mismo
patrén en las sefiales para dicho compuesto. A campo bajo se observa el sistema AA’-
BB’ caracteristico del anillo aromatico 1,4-disustituido, asi mismo dos sefales simples,
una en 7.72 ppm y otra en 7.26 ppm que corresponden a los protones aromaticos de
las posiciones 6 y 9. También se observa el singulete caracteristico en 4.84 ppm base
de oxigeno que corresponde al grupo metoxilo de la posicién 7. Después se aprecia el
conjunto de sefales al igual que en el espectro anterior que caracterizan a los protones
del anillo de ciclohexano en las posiciones 1 como una sefial doble en 4.6 ppm, un
doble de dobles para el CH;, ubicado en la posicion 4, y dos grupos de sefiales
complejas entre 3.54 y 3.46 ppm que corresponden a los protones de las posiciones 2 y
3. Finalmente a campo mas alto en 1.94 ppm se observa un conjunto de sefiales que
integran para los 6 protones correspondientes a los dos CHz ubicados en las
posiciones 13y 14.
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Figura 12. Espectro de RMN *H (300 MHz en CDCls) para la molécula (8R)-8-(4-
hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (compuesto 3).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 7.90 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.70 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.72 (s,
1H), 7.26 (s, 1H), 4.84 (s, 3H), 4.60 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 3.95 (dd, J = 16.2, 5.0 Hz, 1H),
3.52 (dd, J = 16.2, 7.1 Hz, 1H), 3.54 — 3.46 (m, 2H), 1.94 (m, 6H).
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6.2.4 Compuesto 4: 5-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona

o

Nombre IUPAC: 5-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona
Férmula molecular: C19gH1807

Masa molecular: 358.11 g/mol.

m/z: 358.11 (100.0%), 359.11 (21.0%), 360.11 (3.5%).
Analisis elemental: C, 63.68; H, 5.06; O, 31.25

Punto de fusién: 194°C.

Disolvente: acetona.

Fase de elucion: 6:4 (hexano: acetato de etilo).
Caracteristicas fisicas: solido fino color amarillo cadmio.

En el siguiente espectro, se muestran las sefiales para el compuesto 5-hidroxi-6,7,8-
trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (compuesto 4), caracteristico de una
flavona tetrasustituida en el anillo aromatico (anillo A) y con un sistema parasustituido
en el anillo aromético C.

A campo bajo en la regiébn de los protones aromaticos se observa el sistema
caracteristico AA"-BB” para el anillo C disustituido en posicion 1,4. En 8.02 ppm se
observa una sefial doble que integra para los dos protones H, y H,", asi mismo se
aprecia la otra sefial doble del sistema aroméatico en 6.97 ppm que integra para los
otros dos protones Hz y Hs; en 6.55 ppm se encuentra un singulete que integra para el
proton vinilico H; del anillo B de la flavona. Finalmente, en campo alto se encuentran
cuatro sefiales simples que se sobreponen entre si de 3.92 a 3.75 ppm, que integran
para 12 protones correspondientes a los 4 grupos metoxilo que sustituyen a la flavona.
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Figura 13. Espectro de RMN *H (300 MHz en DMSO-d6) para la molécula 5-hidroxi-
6,7,8-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (compuesto 4).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 8.02 (d, J = 8.8 Hz, 3H), 6.97 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 6.55
(s, 2H), 3.92 — 3.75 (m, 12H).
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6.2.5 Compuesto 5: 5,7,8-trihidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona

o
OH ~

HO O

| OoH o

Nombre IUPAC: 5,7,8-trihidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona
Férmula molecular: C17H1407

Masa molecular: 330.07 g/mol.

m/z: 330.07 (100.0%), 331.08 (18.8%), 332.08 (3.1%).

Analisis elemental: C, 61.82; H, 4.27; O, 33.91

Punto de fusién: 262°C.

Disolvente: Acetona.

Fase de elucion: 6:4 (hexano: acetato de etilo).

Caracteristicas fisicas: Sélido fino color amarrillo naranja.

Al igual que la estructura anterior, el espectro de la figura 14, muestra las sefiales
caracteristicas para una flavona trihidroxilada en el anillo A y con un patron de
sustitucién 1,4 en el anillo C. En 8.02 ppm se encuentra una sefial doble que integra
para los dos protones aromaticos H, y Hy del anillo C; en 6.96 ppm se observa la otra
sefial doble que integra para los dos protones aroméaticos Hs y Hz- del sistema AA"-BB’;
en 6.64 ppm se observa un singulete que corresponde al protén vinilico H; del anillo B;
finalmente a campo alto en 3.9 y 3.78 ppm se encuentran dos sefiales simples que
integran para 3 protones cada una, correspondientes a los dos metoxilos del anillo A 'y
C de la flavona.
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Figura 14. Espectro de RMN 'H (300 MHz en DMSO-d6) de la molécula 5,7,8-
trihidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (compuesto 5).

'H NMR (300 MHz, DMSO0-d6) & 8.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.54

(s, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.78 (s, 3H).
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6.2.6 Compuesto 6: 3-hidroxi-4-((1E,4E)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-
oxopenta- 1,4-dien-1-il) furan-2,5-diona.

Nombre IUPAC:
3-hidroxi-4-((1E,4E)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-oxopenta-1,4-dien-1-il)furan-2,5-
diona.

Formula quimica: C,7H140g

Masa molecular: 346.29 g/mol.

m/z: 346.07 (100.0%), 347.07 (18.7%), 348.08 (1.7%), 348.07 (1.6%)

Andlisis elemental: C, 58.96; H, 4.08; O, 36.96

Punto de fusion: 225°C.

Disolvente: Acetona.

Fase de elucién: 6:4 (hexano: acetato de etilo).

Caracteristicas fisicas: Soélido fino color blancuzco.

En la figura 15 se puede observar el espectro de protén para la molécula 3-hidroxi-4-
((1E,4E)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-oxopenta-1,4-dien-1-il)furan-2,5-diona
correspondiente al compuesto 6, en él se observa un singulete en 3.78 ppm que
integra para 6 y que corresponde a la sefiales de los metoxilos 1 y 3 del anillo
aromatico, ademas se muestra un singulete en 6.82ppm correspondientes a los
protones de la posicion 6 y 4 de la molécula en curso.

También se logran apreciar dos sefiales dobles (dobletes) caracteristicas de dobles
enlaces q, B-insaturados a 5.04 y 4.71ppm que hacen referencia a las sefales de las
posiciones 12 y 13, respectivamente. Del mismo modo se observan otras dos sefiales
de dobletes de vinilo a,B-insaturado en 5.88 y 5.92ppm propias de las posiciones 16 y
17. Finalmente se observa la sefal desplazada a campo bajo del singulete a 11.94ppm
caracteristica de un grupo enol en la posicion 22.
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Figura 15. Espectro de RMN *H (400 MHz en DMSO-d6) de la molécula 3-hidroxi-4-
((1E,4E)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-oxopenta-1,4-dien-1-il)furan-2,5-diona
(compuesto 6).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 11.94 (s, 1H), 10.85 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 6.82 (s, 2H),
5.92 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.88 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.76 (s, 1H), 5.04 (d, J = 11.4 Hz, 1H),
4.71 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 3.78 (s, 6H) .
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6.3 Efecto del EACOEty de los metabolitos secundarios obtenidos de L.
tridentata sobre P. aeruginosa.

6.3.1 Efecto sobre el crecimiento de las cepas PA14 y PA64

Se evalud el efecto que tiene el extracto de acetato de etilo (EACOEt) vy los
compuestos purificados obtenidos de Larrea tridentata sobre el crecimiento de PA14
(cepa silvestre) y PA64 (cepa farmacorresistente) de P. aeruginosa.

Para el caso de los tratamientos de crecimiento bajo C-30, se hicieron mediciones a
50 uM, 10 uM y 1 pM, respectivamente, debido a que a concentraciones de 100y 75
MM, C-30 tiene efecto bactericida y citotoxica, por lo que para esté control se cuantifico
a 1,10y 50 uM (en lugar de 100 uM) para todos los tratamientos (Figura 16).

0.3 1 Curvade crecimiento de C-30 en PA14 y PA64
0.25 -
e 02 -
c
S
© 015 SPAl4
< EPA64

o
|
1

o

o

(6]
1

Concentracion (UM)

Figura 16. Efecto de C-30 sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa. La imagen muestra
el efecto de C-30 sobre el crecimiento para la cepas PA14 y PA64d de P. aeruginosa después de
24h de incubacién a 37°C a concentraciones de 100, 75,50 ,10 y 1 uM. En las concentraciones de
100 y 75 uM, C-30 tiene efecto bactericida. A 50,10 y 1 uM, C-30 no tiene ningin efecto sobre el
crecimiento.

En figura 16.1 se puede observar que los controles de DMSO (disolvente para los
metabolitos y el extracto) , y C-30 (control positivo),asi como los tratamientos de (5R)-
5-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (compuestol) , el
4,4'-(2,3-Dimetilbutano-1,4-diil)dibenzeno-1,2-diol (NDGA) que corresponde al
compuesto 2, el (8R)-8-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-
ol (compuesto 3), el 5-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona que
corresponde al compuesto 4, el 5,7,8-trihidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-
ona (compuesto 5), el 3-hidroxi-4-((1E,4E)-5-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-3-oxopenta-
1,4-dien-1-il)furan-2,5-diona (compuesto 6) y extracto de AcOEt, no tienen efecto
significativo sobre el crecimiento de las cepas control (sin tratamiento) PAl14 y PA64
de P. aeruginosa.
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En el anexo 10.2 se encuentra la tabla 8.2 en donde se observd que estos compuestos
no tiene efecto significativo sobre el crecimiento de las cepas de P. aeruginosa,
ademas se puede observar la media aritmética, la desviacion estandar de todos estos
valores.
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Figura 16.1 Crecimiento de P. aeruginosa en respuesta a metabolitos secundarios y un extracto
de AcOEt de L. tridentata. La imagen muestra el crecimiento después de 24h de incubacion a 37°C
de las cepas PA 14 (A) y PA64 (B) bajo cada tratamiento a diferentes concentraciones 1,10 y 100 uM,
para C-30 1,10 y 50 uM, respectivamente y el extracto bioactivo de AcOEt a 100 mg/mL. Los valores del
crecimiento se determinaron a una longitud de onda de 600nm.* Disminuyen ligeramente el crecimiento

6.3.2. Efecto de los metabolitos secundarios purificados y del extracto bioactivo
de EACOEt L. tridentata sobre la produccidn de factores de virulencia
(elastasa, proteasa alcalina y piocianina) en la cepas PA14y PA64 de
P. aeruginosa.

Se evalu6 el efecto que tienen los metabolitos secundarios purificados y el extracto de
acetato de etilo obtenidos de Larrea tridentata sobre la produccién de factores de
virulencia tales como la elastasa, proteasa alcalina y piocianina de las cepas PA14 y
PA64 como posibles inhibidores del sistema de percepcion de quérum en P.
aeruginosa.
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De los tratamientos realizados en la cepa PA14, solo los tratamientos con EACOEt y el
compuesto 4 disminuyeron significativamente (aproximadamente 12 y 14 % menos,
respectivamente) la produccion de elastasa en relacién a la cepa sin tratamiento en
concentraciones de 10 uM. Para las concentraciones de 100 uM, solo los compuestos 2
y 3 disminuyeron significativamente (= 17 y 21%, respectivamente) la produccion de
elastasa en relacion a la cepa sin tratamiento. Mientras que para la cepa PA64, solo en
concentraciones de 100 uM el EACOEt y el compuesto 6 disminuyeron
significativamente la produccion de elastasa (= 28 y 29% menos, respectivamente) en
relacion a la produccion de elastasa de la cepa sin tratamiento.
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Figura 17. Produccion de elastasa por P. aeruginosa en respuesta a metabolitos
secundarios y un extracto bioactivo de L. tridentata. La imagen muestra la cuantificacion de los
niveles de elastasa producidas por las cepas PA 14 (A) y PA64 (B) en respuesta a diferentes
concentraciones (1,10, 100 uM y 100 mg/mL) de metabolitos secundarios purificados y un
extracto bioactivo de L. tridentata. Los niveles de elastasa se determinaron a una D.O de 495nm.

* Valores estadisticamente significativos. ANOVA mas prueba de Dunnet a =0.05.

En el anexo 10.3 (tabla 8.3) se muestran los valores de la produccion de elastasa con
sus respectivas media aritmeética y desviacion estandar. Mientras que en el anexo 10.6,
figura 16.2 (C-D) se muestran las graficas correspondientes al analisis de la prueba
Dunnet a=0.05 que resume estadisticamente la produccion relativa de elastasa
respecto a la control positivo de las cepas de referencia (C-30).
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La figura 18 se muestra el efecto que tienen los metabolitos secundarios purificados y
el EAcCOEt obtenidos de L. tridentata sobre la produccion de proteasa alcalina en las
cepas PAl14 y PA64 de P. aeruginosa.

De los tratamientos realizados en la cepa PA14, se puede observar que el tratamiento
con el compuesto 3 a 100 uM disminuye significativamente (aproximadamente 25%
menos) la produccion de proteasa alcalina en relacion a la cepa sin tratamiento.

En la cepa PA64, el compuesto 3 a 100uM, fue el Unico tratamiento que tuvo efecto
sobre la produccion de proteasa alcalina, disminuyendo significativamente la
produccién de proteasa (=19% menos) en relacion a la produccion de proteasa alcalina
a la cepa sin tratamiento. Estos resultados también indican que los compuestos
purificados restantes no tienen ningun efecto reductor sobre la produccion de proteasa,
sino lo contrario, aumentan la produccion de proteasa alcalina en relacion a la cepa sin
tratamiento en las tres concentraciones (1,10 y 100 uM).
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Figura 18. Produccién de proteasa por P. aeruginosa en respuesta a metabolitos secundarios y
un extracto bioactivo de L. tridentata. La imagen muestra la cuantificacion de los niveles de proteasa
alcalina producidas por las cepas PA 14 (A) y PA64 (B) enrespuesta a diferentes concentraciones
(1,20, 100 pM y 100 mg/mL) de metabolitos secundarios purificados y un extracto bioactivo de L.
tridentata. Los niveles de proteasa alcalina se determinaron a una D.O de 595nm. * Valores
estadisticamente significativos. ANOVA mas prueba de Dunnet a =0.05

67



Ciencias Agrogenémicas

En el anexo 10.4 (tabla 8.4) se muestran los valores de la produccion de proteasa
alcalina con sus respectiva media aritmética y desviacion estandar. Mientras que en el
anexo 10.6 figura 16.2 (A-B) se muestran las gréaficas correspondientes al analisis de
la prueba Dunnet a=0.05 que resume estadisticamente la produccion relativa de
proteasa alcalina respecto a la control positivo de las cepas de referencia (C-30).

La figura 19 muestra el efecto que tienen los metabolitos secundarios purificados y el
EACOEt obtenidos de L. tridentata sobre la produccion de piocianina en las cepas PA14
y PA64 de Pseudomonas aeruginosa. Y a partir de los tratamientos realizados en la
cepa PAl4, se observa que los compuestos purificados tuvieron afinidad hacia la
reduccién en la produccion de piocianina. Ya que los tratamientos de los compuestos
1,2 y 4 y el EACOEt a 10 uM mostraron reduccion significativa en la produccion de
piocianina (aproximadamente 34, 37, 41 y 35% menos, respectivamente) en funcion a
la produccién de piocianina de la cepa sin tratamiento. Del mismo modo, los
tratamientos de los compuestos 1, 2, 3, 4, 6 y el EACOEt en concentraciones de 100uM
indicaron reduccion significativa en la produccion de piocianina (= 34, 37, 39, 41, 35y
57% menos, respectivamente) en comparaciéon a la produccion de piocianina de la
cepa sin tratamiento.

Para la cepa PA64, los tratamientos de los compuestos 1y 6 a 1 uM se observa que
redujeron significativamente la produccion de piocianina (25 % menos) para las dos
cepas (PA14 y PA64) en relacibn a la produccion de piocianina de la cepa sin
tratamiento. En tratamientos a 10 uM, los compuestos 5 y 6 mostraron también
reduccién significativa en la produccion de piocianina (=12 y 20% menos,
respectivamente) en comparacién a la produccién de piocianina de la cepa sin
tratamiento. Finalmente, en los tratamientos a 100 uM, el EAcOEt y todos los
compuestos purificados (1, 2, 3, 4, 5 y 6) mostraron una tendencia reductiva en la
produccion de piocianina (=36, 34, 38, 39, 41, 38 y 57% menos, respectivamente) en
relacion a la produccion de piocianina de la cepa sin tratamiento.

En el anexo 10.5 (tabla 8.5) se muestran los valores de la produccion de piocianina
con sus respectivas media aritmética y desviacion estandar. Mientras que en el anexo
10.6, figura 16.2 (E-F) se muestran las gréaficas correspondientes al analisis de la
prueba Dunnet a=0.05 que resume estadisticamente la produccién relativa de
piocianina respecto a la control positivo de las cepas de referencia (C-30).
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Figura 19. Producciéon de piocianina por P. aeruginosa en respuesta a metabolitos secundarios
y un extracto bioactivo de L. tridentata. La imagen muestra la cuantificacion de los niveles de
piocianina producidas por las cepas PA 14 (A) y PA64 (B) en respuesta a diferentes
concentraciones (1,10, 100 uM y 100 mg/mL) de metabolitos secundarios purificados y un extracto
bioactivo de L. tridentata. Los niveles de piocianina se determinaron a una D.O de 520nm. * Valores
estadisticamente significativos. ANOVA mas prueba de Dunnet a =0.05

La tabla 8 resume el efecto que tuvieron los compuestos purificados y el EACOEt
obtenidos de L. tridentata en diferentes concentraciones (100, 10, 1uM, y 100 mg/mL)
sobre el crecimiento y la produccion de factores de virulencia (elastasa, proteasa
alcalina y piocianina) en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa. La insignia *
representa aquellos valores que tuvieron efecto moderado en la disminucion del
crecimiento y la produccion de factores de virulencia. La insignia *** representa
aquellos valores que tuvieron un efecto significativo en la disminucion del crecimiento y
la produccién de factores de virulencia.
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Tabla 8. Efecto de los compuestos purificados y el EACOEt obtenidos de L. tridentata sobre el
crecimiento y la produccién de factores de virulencia en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa.

No.
Compuesto Cepa Creciemiento -Proteasa Piocianina
1uM  [1OpM  [10OpM{IuM  [10puM [100puM[LpM  [10puM [LOOUM 1M [1O uM [10OUM
Compuesto 1 |PA14 i
PA 64 % kk%k |k kk%x
Compuesto 2 |PA14 * ek ko
PAG64 * bk ke
Compuesto 3 |PA14 * rRE hkk ek
PA64 * kkk kxk
Compuesto 4 |PAl4 * * * * i
PAG64 * [—
Compuesto 5 |PA14 *
PAG64 % [P
PAl14 ke ek
Compuesto 6 PA64 kK 3 kK
PA14 * * 3 kk%x
Extracto ACoEt |paga % % [P [—
PA14 * * kkk * kkk * % kxk
Cc-30 (1,10 Yy 50 PAG4 * * kkx e kkk  pekk Pekk
uM)
PA14
DMSO PA64

SN/ No significante
* Efecto significante

*** Efecto altamente signficante
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6.3.3 Efecto de los metabolitos secundarios y el EACOEt de L. tridentata sobre la
expresiéon de genes regulados por sistema de percepcion de quérum de P.
aeruginosa.

La figura 20 muestra la integridad de los RNAs extraidos de las cepas PA14 y PA64 de P.
aeruginosa, indicando que los RNAs no se degradaron y se mantuvieron en buena calidad
para las pruebas de PCR.

A PA14 B PAG4

Figura 20. Integridad de los RNAs extraidos de la cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas
con metabolitos y un extracto bioactivo de L. tridentata. En la figura se observa la integridad de los
RNAs correspondientes a las cepas PA14 (A) y PA64 (B) corridas en geles de agarosa mediante
electroforesis. Las bandas que se observan corresponden a las subunidades mayor y menor del RNA
ribosomal. Los nimeros 1,2,3,4,5y 6 corresponden a los tratamientos por cada metabolito secundario
de L. tridentata (compuesto 1, 2, 3, 4, 5 y 6), el nUmero 7, 8 y 9 corresponde al tratamiento por el
EACOEt, la furanona C-30 y la cepas sin ningln tratamiento, respectivamente.

La expresion de los genes del sistema de percepciéon de quérum de P. aeruginosa
fueron analizados en las cepas PA14 y PA64 tratadas con metabolitos secundarios y
un extracto de L. tridentata. Se eligieron los tratamientos en respuesta a una
concentracion de 100uM de dichos compuestos debido a que en esa concentracion se
observd una mayor disminucién en la produccién de factores de virulencia (figura 17,18
y 19). El dimetilsulféxido (DMSO) se utiliz6 como disolvente de los metabolitos
secundarios y no alterd el crecimiento ni la produccién de factores de virulencia en
ninguno de los tratamientos.

De manera general, los resultados mostraron una regulacion diferencial en la expresion
de los genes de los factores de virulencia y del sistema de percepcion de quérum en
ambas cepas de P. aeruginosa. Se uso6 la secuencia del gen RNA ribosomal (16s
rRNA) como marcadores de expresion constitutivo en reacciones de PCR, debido a
gue estads regiones estan perfectamente conservadas y su tasa de evolucién es muy
baja (122), productos de sus regiones hipevariables (123), ademas de que son
secuencias que no estan reguladas por la percepcion de quorum.
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En la figura 21 se muestra la amplificacion del gen 16s rRNA utilizado en este proyecto
como control de expresion constitutiva para ambas cepas PA1l4 y PA64 de P.
aeruginosa.
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Figura 21. Expresion del gen 16s rRNA. Los nimeros 1, 2, 3, 4, 5y 6 corresponden a la
expresion del gen 16s rRNA en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos
secundarios de L. tridentata (compuesto 1, 2, 3, 4, 5y 6). Los numero 7, 8 y 9 corresponden a la
expresién del mismo gen tratadas por el EAcCOEt, C-30 y las cepas sin ningln tratamiento,
respectivamente. (Producto del gen 16s rRNA 231 pb).

La figura 21 demuestra que los niveles de expresion del gen 16s rRNA para ambas
cepas de P. aeruginosa bajo todos los tratamientos son constantes y corresponden a
amplicones de 231 pb aproximadamente. Los genes constitutivos se caracterizan por
tener niveles de expresion constante en todas las células y condiciones de un mismo
organismo independientemente de que estas estén bajo un tratamiento como lo es en
este estudio.

En la figura 22 se muestran las bandas que amplificaron fragmentos de 295 pb
aproximadamente, correspondientes al gen lasl. En ella se observa las gréaficas que
representan dicha actividad. En la cepa PA14, el compuestos 6, el EACOEt y C-30 no
alteraron de manera significativa la expresién del gen lasl puesto sus niveles se
mantienen similares al de la cepa sin tratamiento, sin embargo, los demas compuestos
(1,2,3,4 y 5) mostraron niveles de sobreexpresién de dicho gen en comparaciéon a la
cepa sin tratamiento. Mientras que en la cepa PA64 se observa que en general todos
los tratamientos disminuyeron significativamente la expresion (o acumulacion de
transcrito) del gen lasl en comparacion con la cepa sin tratamiento, excepto el
compuesto 6 que mostré poca disminucion significativa en los niveles de expresion de
dicho gen.
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Figura 22. Expresion del gen lasl. Los numeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresion del
gen lasl en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3, 4, 5y 6). Los numero 7, 8 y 9 corresponden a la expresion del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30y las cepas sin ningun tratamiento, respectivamente. (Producto
del gen lasl 295 pb). Las gréaficas representan la expresion diferencial del gen lasl en cada
tratamiento de cada cepa en comparacién a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

En la figura 23 se observa la expresion diferencial de los transcritos que corresponden
al gen lasR cuyos fragmentos son de 130 pb aproximadamente, en la figura, las
gradficas complementa la representacion del efecto de los compuestos sobre la
expresion génica en las cepas de P. aeruginosa. Para la cepa PA14, los compuestos
1, 2 y 3 no disminuyen la expresién de este gen en comparacién a la cepa sin
tratamiento, sino que hubo una ligera sobreexpresion, sin embargo, los compuestos
4,5, 6, C-30 y el EACOEt disminuyeron significativamente la expresion de lasR en
relacion a la cepa sin tratamiento.

Mientras que para la cepa PA64, el compuesto 5 no mostré efecto sobre la expresion
de lasR, sin embargo, los compuestos 1y 2 sobreexpresan a lasR en comparacion a la
cepa sin tratamiento. Por otra parte, los compuestos 4, 3, 6, C-30 y el EAcCOEt lograron
disminuir de manera significativa la expresion de lasR en comparacion con la cepa sin
tratamiento.
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Figura 23. Expresion del gen lasR. Los niumeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresion del
gen lasR en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3,4, 5y 6). Los namero 7, 8 y 9 corresponden a la expresién del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30y las cepas sin ningun tratamiento, respectivamente. (Producto
del gen lasR 130 pb). Las gréaficas representan la expresion diferencial del gen lasR en cada
tratamiento de cada cepa en comparacion a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

La figura 24 muestra la expresion diferencial de los transcritos correspondientes al
gen rhll cuyos fragmentos son de 155 pb aproximadamente. En dicha figura se
observan las graficas que representa el efecto de los compuestos sobre la expresion
génica en las cepas de P. aeruginosa. Para la cepa PA14, todos los compuestos (1-6),
C-30 y el EACOEt disminuyeron la expresion del gen rhll respecto a la cepa sin
tratamiento.

Mientras que para la cepa PA64, la tendencia fue similar, ya que todos los compuestos
(1-6), C-30 y el EACOEt disminuyeron la expresion del gen rhll, siendo los compuestos

2 y 3 los que mostraron valores mas significativos en comparacion a la cepa sin
tratamiento.
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Figura 24. Expresién del gen rhll. Los numeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresion del
gen rhll en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3,4, 5y 6). Los namero 7, 8 y 9 corresponden a la expresién del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30Yy las cepas sin ningun tratamiento, respectivamente.

(Producto del gen rhil 155 pb). Las graficas representan la expresion diferencial del gen rhll en
cada tratamiento de cada cepa en comparacion a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

La figura 25 muestra la expresion diferencial de los transcritos correspondientes al
gen rhiIR cuyos fragmentos son de 133 pb aproximadamente. En dicha figura se
observan las graficas que representa el efecto de los compuestos en la expresion
génica en las cepas de P. aeruginosa. Para la cepa PA14, los compuestos 2,4y 5 no
tuvieron efecto alguno sobre la expresion del gen rhiIR en relaciéon a la cepa sin
tratamiento, no asi los compuestos 1,3 6, C-30 y EAcOEt que disminuyeron la
expresion de este gen respecto a la cepa sin tratamiento

En la cepa PA64, el compuesto 6 fue el Unico que no mostré alteracion en la
expresion génica de rhIR en comparacion a la cepa sin tratamiento. Mientras que los
compuestos restantes (1, 2, 3, 4, 5), C-30 y el EAcCOEt disminuyeron la expresion
génica de rhIR de manera muy significativa en relacion a la cepa sin tratamiento.
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Figura 25. Expresion del gen rhIR. Los nimeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresién del
gen rhiR en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3, 4,5y 6). Los numero 7, 8 y 9 corresponden a la expresion del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30 Yy las cepas sin ningln tratamiento, respectivamente.

(Producto del gen rhiR 133 pb). Las gréficas representan la expresion diferencial del gen rhiR en
cada tratamiento de cada cepa en comparacion a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

La figura 26 muestra la expresion diferencial de los transcritos correspondientes al
gen lasB que codifica para elastasa cuyos fragmentos son de 153 pb
aproximadamente. En dicha figura se observan las graficas que representan el efecto
de los compuestos sobre la expresion génica en las cepas de P. aeruginosa.

Para la cepa PA14, todos los compuestos (1-6), C-30 y el EACOEt disminuyeron la
expresion del gen lasB en relacion a la cepa sin tratamiento, destacando el efecto
mayor de los compuestos 2 y 3.

Para la cepa PA64, el compuesto 5 fue el Unico que mostré una alteracion,
sobreexpresando la actividad del gen lasB en comparacion a la cepa sin tratamiento.
Mientras que los compuestos restantes (1, 2, 3, 4, 6), C-30 y el EACOEt disminuyeron
la expresion génica de lasB en relacibn a la cepa sin tratamiento, siendo los
compuestos 4,6 y el EACOEt los que tuvieron mayor efecto significativo.
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Figura 26. Expresion del gen lasB. Los niumeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresion del
gen lasB en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3, 4,5y 6). Los nimero 7, 8 y 9 corresponden a la expresion del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30Yy las cepas sin ningun tratamiento, respectivamente.

(Producto del gen lasB 153 pb). Las gréficas representan la expresién diferencial del gen lasB en
cada tratamiento de cada cepa en comparacion a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

Para que la piocianina sea sintetizada por P. aeruginosa, deben existir 2 vias. Por una
parte, pgsR es un gen regulador transcripcional que activa los genes de phnAB que son
los que sintetizan la molécula quinolona que regula los operones phzABCDEFG que
son clave para sintesis de fenazina para producir la piocianina (124). El gen phz es
uno de los genes del operdon que puede codificar factores de transcripcion que se unan
al promotor, regulando asi la propia expresion del operén y por tanto la biosintesis de
piocianina.

Con base en esto, en la figura 27 se muestra la expresion diferencial de los transcritos
correspondientes al gen phz que codifica para piocianina cuyos fragmentos son de
362 pb aproximadamente. En dicha figura se observan las graficas que representan el
efecto de los compuestos sobre la expresion génica en las cepas de P. aeruginosa.
Para la cepa PA14, todos los compuestos (1-6), C-30 y el EACOEt disminuyeron de
manera significativa la expresion del gen phz en relacion a la cepa sin tratamiento.
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El mismo patron se observo para la cepa PA64, ya que el compuesto 1 mostré poco
efecto en la expresion de este gen, no asi los compuestos (2-6), C-30 y el EACOEt
gue disminuyeron de manera significativa la expresion del gen phz en comparacion a
la cepa sin tratamiento.
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" Figura 27. Expresion del gen phz. Los nimeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresion del
gen phz en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3,4, 5y 6). Los namero 7, 8 y 9 corresponden a la expresién del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30Yy las cepas sin ningun tratamiento, respectivamente.

(Producto del gen phz 362 pb). Las graficas representan la expresion diferencial del gen phz en
cada tratamiento de cada cepa en comparacion a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

La figura 28 muestra la expresiéon diferencial de los transcritos correspondientes al
gen toxA que codifica para una toxina cuyos fragmentos son de 150 pb
aproximadamente. En dicha figura se observan las graficas que representan el efecto
de los compuestos sobre la expresion génica en las cepas de P. aeruginosa.

Para la cepa PAl4, todos los compuestos (1-6), C-30 y el EACOEt mostraron
disminucién en la expresién del gen toxA en relacion a la cepa sin tratamiento,
destacando el mayor efecto que tuvieron los compuestos 2y 3.
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Mientras que para la cepa PA64, el comportamiento fue similar ya que todos los
compuestos (1-6), C-30 y el EACOEt disminuyeron la expresion génica de toxA en
comparacién a la cepa sin tratamiento, destacando la actividad de los compuestos 3,5,
6 y el EACOEt los cuales tuvieron mayor efecto significativo.
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Figura 28. Expresion del gen toxA. Los numeros 1, 2, 3, 4,5y 6 corresponden a la expresién del
gen toxA en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa tratadas por metabolitos secundarios de L.
tridentata (compuesto 1, 2, 3,4, 5y 6). Los namero 7, 8 y 9 corresponden a la expresién del mismo
gen tratadas por el EACOEt, C-30Yy las cepas sin ningun tratamiento, respectivamente.

(Producto del gen toxA 150 pb). Las gréficas representan la expresion diferencial del gen toxA en
cada tratamiento de cada cepa en comparacion a las cepas sin tratamiento, respectivamente.

La figura 29 (A) resume el efecto que tuvieron los compuestos y el EACOEt de L.
tridentata sobre la disminucion del al menos 50% de la expresion de cada gen
analizado en las cepas PA14 y PA64 en relacion de las cepas sin tratamiento de P.
aeruginosa, respectivamente. Ademas, la gréfica indica que los compuestos y el
EACOEt tuvieron mayor efecto reductivo sobre la expresion génica de phz respecto a
las cepas PA14 y PA64 sin tratamiento de P. aeruginosa. Mientras la figura (B) resume
el efecto que tuvo cada compuesto sobre la reduccion de al menos 50% de la
expresion de los genes analizados en las cepas PA14 y PA64 en relacion de las cepas
sin tratamiento de P. aeruginosa, respectivamente. Siendo el compuesto 3 y el EACOEt
los que tuvieron mayor efecto reductivo sobre la expresion de los genes analizados en
funcidn alas cepas PA14 y PA64 sin tratamiento de P. aeruginosa.
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Efecto de los compuestosy el EAcOEt de L. tridentata sobre la
expresion de genes en las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa
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Figura 29. Efecto de los tratamientos y el EAcCOEt de L. tridentata sobre la expresiéon génica
de las cepas PA14 y PA64 de P. aeruginosa. En la gréfica (A) se observa el efecto que tuvieron
los compuestos purificados y el EACOEt de L. tridentata en disminucién de la expresién de cada
gen involucrado en el sistema de percepcion de quérum en comparacion a las cepas sin
tratamiento de PA14 y PA64, respectivamente. ** Representa el gen phz que tuvo la mayor
disminucién en la expresion génica en ambas cepas por el efecto de los compuestos purificados y el
EACOEt.

En la grafica (B) se observa efecto que tuvo cada compuesto sobre la reduccion de al menos 50%
de la expresion de los genes analizados en las cepas PAl4 y PAG64, respectivamente.
**Representa los resultados mas significativos (compuesto3 y el EACOEt) que tuvieron la mayor
disminucién en la expresién de los genes analizados en ambas cepas.
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7.0 DISCUSION

La alta presencia de P. aeruginosa en pacientes inmunodeprimidos, enfermos por
fibrosis quistica o por infecciones nosocomiales representa un grave problema de salud
a nivel nacional y mundial. Este patdgeno posee un metabolismo aerobio estricto, sin
embargo, puede crecer en condiciones anaérobicas utilizando nitrato o arginina como
receptor final de electrones. Su capacidad evolutiva la hace una bacteria versatil
nutricionalmente, pudiendo utilizar como fuentes de carbono gran variedad de
carbohidratos, alcoholes y aminoacidos. En condiciones de laboratorio, crece sin
problema en cualquier medio y en condiciones 6ptimas de crecimiento, esta bacteria
crece a 37°C, siendo capaz de crecer a 42°C pero no a condiciones menores a 4°C,
ademas de que diversas cepas pueden secretar factores de virulencia en tiempos
menores a las cepas control en ambientes controlados.

La acelerada aparicion de cepas extremaresistentes y panresistentes se debe, entre
otros factores, al uso excesivo de los antibidtico, la presion selectiva que estos ejercen
como ultima opcion para erradicarla y a la naturaleza de esta bacteria para desarrollar
y adquirir  mecanismos de resistencia, como consecuencia de su variable tasa
evolutiva (12). Con base en esto, surge la necesidad de buscar terapias alternas
novedosas que puedan suprimir a dicha bacteria sin generar ningun tipo de
resistencia. Una alternativa seria el bloqueo, la represiéon o la disminucion de la
comunicacion celular bacteriana con el objetivo de evitar la secrecién de moléculas
asociadas con su alta morbimortalidad, mecanismo al cual se llama “quorum
quenching”. Ademas , ha despertado el interés en el uso de moléculas de origen
biolégico como son los metablitos secundarios de plantas endémicas para evaluar su
posible actividad quorum quenching y si estas alteraciones se reflejan a nivel
transcripcional.

Explorar los mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis de P.
aeruginosa es determinante para el desarrollo y eleccion de herramientas que
contrarresten el arsenal que esta bacteria tiene para generar resistencia cada vez mas
efectiva en tan poco tiempo (125). Para ello, es de vital importancia indigar su
complejidad genética y gendmica, las cuales le permite a este patdgeno integrar
material genético exdégeno y desarrollar las mutaciones necesarias para prosperar y
sobrevivir en diversios nichos ecoldgicos. El impacto en la patogenia de las infecciones
por P. aeruginosa esta determinado por la secrecion de factores de virulencia, sin
embargo, en los casos clinicos es complicado distinguir entre colonizacion simple e
infeccion, lo cual puede tener como consecuencia discrepancia en los resultados
obtenidos de diversos estudios dado que no hay una herramienta de diagndstico que
precise y evalue el potencial de virulencia de una cepa clinica aislada (126).
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En este estudio se abordd a nivel in vitro el efecto de 6 metabolitos secundarios
purificados y un extracto de acetato de etilo (EACOEt) extraidos de Larrea tridentata
como posibles inhibidores o represores del sistema de percepcion de quérum de P.
aeruginosa en dos cepas aisladas de muestras clinicas (PA14 y PA64) bajo
concentraciones de 1, 10 y 100 pM. Posteriormente se analiz6 la actividad
transcripcional de los genes involucrados en el sistema de percepcién de quérum
cuando estan bajo tratamientos por el EACOEt y los compuestos purificados. Por una
parte, PA14 es una cepa silvestre que presenta mayor grado de virulencia en
comparacion a la cepa PAO1, mientras que PA64 es una cepa aislada de muestras
clinicas que ha presentado resistencia extensa (XDR, resistencia a todos menos 1 o 2
clases de antibidticos), llegando en ocasiones inclusive a la panresistencia (PDR,
resistencia a todos los antibioticos disponibles).

Los resultados mostraron que la cepa farmacorresistente (PA64) presentd mayor
disminuciébn en la expresion génica en la mayoria de los tratamientos por los
compuestos purificados y el extracto bioactivo, siendo el gen phz que participa en la
biosintesis de la piocianina el que tuvo una mayor reduccidon en los niveles de
expresion geénica, seguido del gen toxA que codifica para la exotoxina A. Mientras que
para lo genes lasB, rhIR, lasR, rhll y lasl la disminucion en niveles de expresion génica
en algunos tratamientos fue significativa aunque un tanto contrastante, ya que en
algunas condiciones se sobreexpreso la actividad de los genes gen lasl, lasR y lasB,
ademas de no seguir un patron de red génica que determina el sistema de
percepcion de quorim en P. aeruginosa como la mayoria de los estudios sefialan, ya
gue la poca reduccion transcripcional del sistema Las deja entre ver que este patdégeno
recurre a otros mecanismos moleculares para sobrevivir.

No obsante, se sabe que el sistema de percepciéon de quorim es un sistema de
regulacién génica per se determinado por la densidad poblacional, ademas, en el caso
de esta bacteria se ha determinado que tiene cuatros sistemas de quorim que estan
conectados entre si. Los sistemas lasR- lasl y rhIR-rhll son los que méas se han
caracterizado molecularmente y son también los que participan de manera central en
la expresion de factores de virulencia y en la retroalimentacion de otros genes
reguladores. Investigaciones acerca del sistema pgsR sefialan que también pueden
retroalimentar y activar otros sistemas, tales como el sistemas rhiR-rhll, el cuél esta
determinado por la sefalizacion de moléculas autoninductoras 2-heptil-3-hidroxi-4-
guinolona (PQS). El rol que ocupa lasR en el sistema de percepcion de quérum es
fundamental, ya que es un gen regulador positivo que promueve la transcripcion de
otros complejos reguladores (rhIR y pgsR), y de diferentes proteasas alcalinas como
son la elastasa Ay B y latoxina A (127). El autoindutor con que interacciona lasR es
el N-(3-oxododecanoil)-homoserina lactona, que se sintetiza por la reaccién catalitica
de la enzima sintetasa del autoinductor lasl.
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En la figura 22 se puede osbservar que todos los tratamiento disminuyeron la
expresion del gen lasl en la cepa PA64 respecto a la cepa sin tratamiento, sin
embargo, estds disminuciones en la expresion génica no son proporcionales a los
niveles de expresion de lasR que no mostré cambios significativos en relacion a la
cepa sin tratamiento y que se puede observar en la figura 23, solo los compuesto 3, 4
6 y el extracto de acetato de etilo en la cepa farmacorresistente logran disminuir su
actividad transcripcional. Esto significa que la poca interaccion entre regulador
transcripcional y la enzima sintasa es baja y contradictoria, debido a que bajo un
esquema jerarquico,esto supone que mientras los niveles de lasR no cambien, los
niveles de lasl no deben cambiar por lo que los niveles de autoinductores N-(3-
oxododecanoil)-homoserina lactona se expresan siempre que se alcanza una elevada
densidad de P. aeruginosa , como seria el caso de cualquier tipo de infeccion. Ademas,
si los niveles de expresion lasR se mantienen sin ser reprimidos, los niveles de
expresion de los genes toxA y lasB que codifica para la extoxina y elastasa,
respectivamente, no deberian tener efecto en sus niveles de expresion, lo que no
ocurre en la mayoria de nuestros resultados. Sin embargo, el hecho de que se
reduzcan los niveles de expresion de lasl y lasB mientras que los niveles de expresion
de lasR se mantienen irregulares, se puede asociar a dos escenarios.

Por una parte, asumiendo que durante el crecimiento de P. aeruginosa , la fase
estacionaria es en la cudl la tasa de crecimiento disminuye como consecuencia del
agotamiento de nutrientes y hay una acumulaciéon de productos téxicos, después de 24
h de incubacion, las bacterias se encuentran en esta fase y es el tiempo en que se
cuantificaron los factores de virulencia in vitro, asi como los niveles de expresion
génica mediante ensayos de PCR. Esto significa que aunque la produccion de la
molécula N-3-oxo-dodecanoil-homoserina lactona estéd autoregulada positivamente, su
concentracion alcanza nivel constante mucho antes de la fase estacionaria (128) por
lo que la bacteria antes de las 24 h de incubacion ya dej6 de transcribir lasl como un
medida preventiva y economizadora de energia una vez que ha sintetizado los
suficientes autoinductores de tipo N-(3-oxododecanoil)-homoserina lactona y por esa
misma razén se observa bajos niveles de expresion génica de este gen, que no son
necesariamente producto de la bioactividad inhibotoria de los compuestos.

Existen estudios como el Wagner, VE, et al., 2003 y Chang, et al., 2003 (129, 130)
gue abordaron este comportamiento, en los que observaron como los tiempos de
incubacion, la disponibilidad de oxigeno y la composicion del medio disminuyeron la
transcripcion de genes asociados a la resistencia y a la secrecion de metabolitos
secundarios como son algunas toxinas , ya que las poblaciones bacterianas en cultivos
in vitro se enfrentan a fuerzas de seleccion que favorecen las transcripcion inmediata
de ciertos genes indispensables para la sobrevivencia como son los del metabolismo
primario, reduciendo la transcripcién de otros genes asociados a la resistencia.
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Por otra parte, el segundo escenario esta relacionado con la interconectividad que
existe entre los sistema , ya que los resultados de diversas investigaciones sefialan que
los circuitos Las, Rhl y Pgs se organizan de una manera jerarquica siendo el sistema
Las el principal regulador. Este supuesto implicaba experimentalmente que si se
eliminaba el sistema Las, la actividad de los otros se apagaban y por tanto disminuia la
virulencia en la cepa (131-133). A partir de estas observaciones, las investigaciones se
han enfocado en tratar de bloquear el sistema Las, tales como el disefio de anticuerpos
contra lasR, el uso de moléculas que degraden los autoinductores, y la modificacion de
estructuras de compuestos similares al autoinductor.

Estudios como el de Yang, et al.,2008 (130) lograron reprimir la actividad de lasR, sin
embargo, no lograron bloquear totalmente la virulencia de esta bacteria, lo que significa
cambiar de paradigma acerca de que lasR no es el Unico regulador transcripcional
positivo capaz de activar y regular el sistema de quorim en P. aeruginosa. Esto
también sugiere que la bacteria utiliza a otros reguladores transcripcionales para lograr
la secrecion de autoinductores y factores de virulencia.

En 2003 , Diggle (66) y colaboradores determinaron que pgqsR también puede superar
la dependencia de lasR en la activacion de la expresién del sistema rhl y en la
produccion de factores de virulencia a través de la sobreexpresion de rhiR el cual
regula la expresion de genes que codifican factores de virulencia como la elastasa y
piocianina. Ademas se demostré que la expresiéon de la enzima sintasa rhll podria
restablecer la produccion de varios exoproductos como elastasa, piocianina, hemolisina
y ramnolipidos y que la presencia de rhll y rhIR son necesarios para la activacion
completa de los promotores rhIABR y lasB (134), denotando que rhIR puede regular la
expresion de lasl (135).

La figura 24 muestra el efecto que tuvieron los compuestos purificados y el EAcCOEt
sobre la expresion de rhll , en ella se observa que todos los tratamientos disminuyeron
la expresion de este gen en comparacion a la cepa sin tratamiento para ambas cepas
de P. aeruginosa (PA14 y PA64). Aunado a esto, la disminucién en los niveles de
expresion génica de rhiR en respuesta a los metabolitos secundarios como ocurre en
los tratamientos 1,3,6 y el EAcCOEt de la cepa PA14 y en la mayoria de los tratamientos
de la cepa PA64 (1,2,3,4,5, EACOEL) en relacién a las cepas sin tratamiento,sugiere
gue la modificacion de los niveles de expresion de pgsR puede alterar la cascada de
sefalizacion de los otros reguladores transcripcionales como rhlIR que puede activar
los expresion de genes en la red de percepcion de quérum. Esto implica que al existir
una reduccion en la expresion de este gen, los niveles de expresion génica que
codifican para la exotoxina A, elastasa y piocianina, también deben reducir sus niveles
de expresioén, lo cual ocurre en la mayoria de los resultados obtenidos en este trabajo.
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Con base en lo anterior, se plantea que los metabolitos secundarios purificados y el
EACOEt tengan un efecto o actividad selectiva hacia el sistema de percepcion de
guoérum de P. aruginosa y que dicho efecto puede actuar en tres niveles . i)
Inactivacion del complejo proteico a través de la represion o inhibicién de reguladores
transcripcionales. ii) Modificacion enzimética a través de la represion, modificacion o
inhibicion de las sintasas y/o operones encargadas de la produccién de moléculas
autoinductoras. iii) Modificacion quimica de los autoinductores a través de la relacion
estructura- actividad.

Larrea tridentata contiene gran nimero de metabolitos secundarios, la mayoria de los
cuales se almacenan en la parte aérea, tales como lignanos, flavonoides, terpenos
entre otras moléculas con propiedades antioxidantes, siendo el EAcOEt el que alberga
gran cantidad de estos metabolitos secundarios, esto explica el efecto que mostrd en
la expresion génica de los genes asociados al sistema de percepcién de quérum de P.
aeruginosa , ya que en los tratamientos de la cepa PA64 redujo la expresion génica de
manera significativa en todos los genes analizados respecto a las cepa sin
tratamientos (figura 29). A partir del EACOEt se obtuvieron compuestos de tipo
lignano, que son metabolitos secundarios con base polifendlica con propiedades
antioxidantes, en la figura 8 se muestra el espectro de resonancia magnética nuclear
del compuesto (5R)-5-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-
ol (compuesto 1) en donde se puede observar los dos anillos arométicos y un anillo de
ciclohexano saturado. Asimismo el compuesto  (8R)-8-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-6,7-
dimetil-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-ol (compuesto 3) también pertenece al grupo de los
lignanos, cuyo espectro de resonancia magnética nuclear (figura 12) es muy similar al
del compuesto 1, lo que lo diferencia del compuesto 1 es que solo cambia el grupo
metoxilo de la posicién 8 a la posicion 7.

El compuesto 3 fue el que mayor efecto tuvo en la expresion génica, ya que
disminuyeron significativamente la expresion de los genes lasl, lasR, rhll, rhiR, lasB,
phz, toxA en la cepa PA64, mientras que en la cepa PA14, disminuyeron la expresion
de los genes rhll, lasB, phz, toxA respecto a la expresion génica de las cepas sin
tratamiento, respectivamente. No obstante, el compuesto 1 solo tuvo efecto sobre
rhIR en la cepa PA64 ya que redujo la expresion génica significativamente, mientras
gue en la cepa PA14 solo disminuyeron significativamente la expresion de los genes
lasB y phz en funcién a las cepas sin tratamiento. De acuerdo a la literatura, se sabe
gue los lignanos actian a través de un sistema competitivo contra estructuras
complejas ya que en su estructura, los anillos aromaticos pueden desestabilizar el
sitio de unién con los complejos receptores de los autoinductores lasl y rhll, 3-oxo-
C12- homoserina lactona y butil-homoserina lactona, respectivamente (136).
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Ademas, en trabajos como el de Lu, et al., 2014 (137) determinaron estructuras
similares a este tipo de compuestos y sefialaron que estas estructuras pueden fungir
como antagonistas de PgsR, que en su mayoria son analogos a la estructura del
autoinductor 2-heptil-4-hidroxiquinolina (HHQ) lo que evita la interaccién total con los
otros sistemas (las y rhl) provocando interferencia en la cascada de sefializacién del
sistema de percepcion de quorum. Esto posiblemente explique porque disminuyeron
los niveles de expresion génica de rhll, rhiIR, lasB, phz y toxA cuando son tratados con
estos compuestos. Con base a lo anterior, los resultados mostrados en este trabajo se
alinean a la idea de que el sistema psq regula la expresion de multiples genes
reguladores como rhiIR, de genes de virulencia tales como phz que esta involucrado en
la biosintesis de piocianina, el gen hcnAB responsables de la produccion de cianuro de
hidrogeno y lasB que codifica para elastasa (138).

Por otra parte, el compuesto 4,4'-(2,3-dimetillbutano-1,4-diil)dibenzeno-1,2-diol
(compuesto 2) es comunmente conocido como acido nordihidroguayarético (NDGA),
también es un compuesto fendlico que presenta actividad antiséptica,antiviral,
antimicrobiana, nematicidad, y antitumorgénica (139). Los compuestos fendlicos son
moléculas que tienen propiedades antioxidantes o reductoras que ayudan a proteger a
las células del estrés oxidativo causadas por las especies reactivas de oxigeno (ROS).
En este trabajo, los tratamientos bajo el compuesto 2 disminuyeron significativamente
la expresion génica de los genes rhll,rhiR,phz, toxA en la cepa PA64, mientras que en
la cepa PAl4 este compuesto redujo significativamente la expresién génica de
lasB,phz,toxA en relacién a la cepa sin tratamiento. Con base a lo anterior, cabe
destacar que P. aeruginosa utiliza moléculas de tipo N- acil homoserina lactona tales
como la butil-homoserina lactona para activar la expresién de genes que regulan la
produccién de autoinductores que interectuan con los receptores celulares para su
crecimiento poblacional y estas tienen actividad oxidativa como parte de su
mecanismo de infeccién. Ademas, la piocianina que secreta P. aeruginosa es una
molécula altamente oxidativa capaz de destruir células de los pulmones cuando se ha
infectado durante la fibrosis quistica. Por consiguiente, la actividad antioxidante del
acido nordihidroguayarético puede estar reaccionando con la produccion de piocianina,
ademas de estar interfiriendo en la interaccién que existe entre los autoinductores
producidos por rhll (butil-homoserina lactona) y su complejo receptor rhilR que
indirectamente afecta la produccion de factores de virulencia tales como la elastasa y
piocianina debido a que son moléculas que se pueden transportar a través de
membranas celulares y al interactuar con estos autoinductores (butil-homoserina
lactona) inducen su actividad antioxidante gracias a su capacidad para reaccionar con
radicales libres. Esto representa una posible explicacion de porque disminuyeron
significativamente la expresion génica de rhll, rhiR,lasB, phz, toxA cuando estan bajo
este compuesto.
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Del mismo modo, el compuesto 5-hidroxi-6,7,8-trimetoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-
ona (compuesto 4 ) es una flavona tetrasustituida en el anillo aromético (anillo A) y con
un sistema para sustituido en el anillo aromatico (figura 13). Mientras que el compuesto
5,7,8-trihidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona ( compuesto 5) muestra las
sefiales caracteristicas para una flavona trihidroxilada en el anillo A y con un patrén de
sustituciéon 1,4 en el anillo C (figura 14). Ambas moléculas pertenecen al grupo de
flavonoides, compuestos que muestran una ampllia gama de funciones biolégicas que
van desde la actividad antiinflamotorias hasta inhibidores del sistema de percepion de
quorum de P. aeruginosa (140). Cabe sefialar que este tipo de metabolitos
secundarios parten de un origen biosintético comun y por tanto, poseen la misma
estructura basica con 15 atomos de carbono, 2 unidades aromaticas, 2 anillos C6
unidos por una cadena C3 (141), estos pueden subdividirse segun el grado de
oxidacion y la naturaleza de los sustituyentes.

Vasavi HS, et al.,2014 (142) demostraron el andlisis del comportamiento de que
algunos flavonoides pueden unirse a los receptores y reguladores transcripcionales
del sistema de percepcion de quérum lasR, rhIR y psR y pueden reducir
significativamente la capacidad de unién al DNA de factores transcripcionales a las
regiones promotoras de los genes asociados al sistema de percepciéon de quoérum,
ademas de inhibir la produccion de factores de virulencia y el swarming (movilidad
bacteriana sobre los medio de cultivo sélido por la presencia de una pélicula fina de
crecimiento expansivo) a través de un sistema alostérico.

En este trabajo mostramos que el compuesto 4 redujo significativamente la expresion
de los genes lasB,phz, toxA en la cepa PA14, mientras que en la cepa PA64 se redujo
significativamente la expresion de los genes rhiR,lasB,phz, toxA. En respuesta a la
incubacion con el compuesto 5, los genes lasR,lasB,phz, toxA redujeron sus niveles de
expresion en la cepa PA1l4, mientras que en la cepa PA64 los genes lasl,phz, toxA
fueron los que disminuyeron la expresion génica en relacion a la cepas sin tratamiento.
La relacion estructura-actividad (SAR) indica que la presencia de grupos hidroxilos en
el anillo A de la flavona (dihidroxiladas, trihidroxiladas o tetrahidroxilas) son necesarios
para la inhibicion o disminucién de lasR y rhiR (143) y que dicha actividad es através
de un sistema no competitivo, debido a que no son estructuralmente similares a las
moléculas autoinductoras o competitivas como lo son las furanonas halogenadas como
C-30, que intervienen en la cascada de sefalizacion e inhiben la expresion de factores
de virulencia. La actividad de estas moléculas radica en la agregacion o eliminacion
de grupos funcionales que desactiva la funcion de los receptores, esto puede explicar
porque hubo disminucion en los niveles de expresion de los genes rhiR, lasl, lasB, phz
y toxA en los tratamientos bajo los compuestos 4 (flavona tetrasustituida) y 5 (flavona
trihidroxilada en el anillo A) en la cepa PA64.
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Aunado a lo anterior, todos los tratamientos con flavonoides en este estudio (cepa
PA14 y PA64) mostraron reduccion significativa en la expresion del gen phz, que
codifica para piocianina, que basados en el trabajo de Paczkowski et al., en 2017 (143)
demostraron a través de una doble mutante el uso de flavonas trihidroxiladas en el
anillo A inhibe la actividad de los complejos lasR y rhIR por la eliminacién o
modificacion de grupos funcionales sobre los receptores de los complejos reguladores
(lasR y rhIR) que ademés disminuyen significativamente la produccion de piocianina y
el swarming. En el 2011, Vendeputte OM, et al.,(144) demostraron que el uso de
flavonas dihidroxiladas como la naringenina y el taxifolina, cuya base estructural es
similar a la del compuesto 5, redujeron la expresion de varios genes controlados por el
sistema de percepcion de quérum (lasl,rhll, rhiR, lasA, lasB, phz y rhlA) asi como la
produccién de N-(3-oxododecanoil)- homoserina lacona que son controlados por el gen
lasl.

Los resultados mostrados en este tesis sirven como base para posteriores trabajos que
puntualicen y profundicen un analisis mas completo del efecto que tienen estos
metabolitos secundarios sobre sl sistema de percepciéon de quérum de cepas de
aislados clinicos de P. aeruginosa ya sea de manera indirecta o directa, como es en
este caso. La alta variabilidad de cepas intrapoblacionales y monoclonales es una
limitante para establecer un tratamiento eficaz que se acople a las condiciones in vitro
e in vivo, sin embargo, el uso de moléculas de amplio espectro con alta actividad
inhibitoria ayuda a disefiar una plataforma sélida para en un futuro préximo desarrollar
técnicas con potencial nanomolar o el perfeccionamiento de una terapia combinatoria.
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8.0 CONCLUSIONES

R/
A X4

X/
°e

Los metabolitos secundarios y el extracto de acetato de etilo disminuyeron de
manera preferencial la expresion de los genes (phz, toxA,lasB, rhIR) que son
regulados por el sistema de percepcion de quérum en la cepa silvestre (PA14) y
en la cepa farmacorresistente (PA64)

El gen phz que codifica para piocianina, disminuyé de manera significativa sus
niveles de expresion génica, ya que en la cepa PA14 todos los tratamientos por
los compuestos (1,2,3,4,5y 6), C-30 y el EACOEt tuvieron este efecto. Mientras
gue en la cepa PA64 los tratamientos por los compuestos (2,3,4,5y 6), C-30 y el
EACOEt fueron los que disminuyeron de manera significativa la expresion de
este gen en relaciéon a la cepa sin tratamiento.

El extracto de acetato de etilo (EACOEL) y el compuesto 3 fueron las sustancias
gue redujeron de manera significativa la expresion de los genes regulados por
el sistema de percepciéon de quorum (lasl,lasR,rhll, rhiR,lasB, phz, toxA) en
relacion a la cepa sin tratamiento de PA64. En la cepa PA1l4, el efecto del
EACOEt solo disminuyeron de manera significativa la expresion de los genes
lasR,rhll,rhIR,phz,toxA, mientras que el compuesto 3 tuvo efecto significativo en
la reduccion de la expresion de los genes rhll,lasB,phz, toxA.
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10. ANEXOS
10.1 Calculo de concentraciones

Se calcularon las concentraciones a 100, 10y 1 uM a partir de 0.100 g de muestra en
1 mL de disolvente (DMSO).

Formulas

M == 2 = ﬂ l == masa V1C1 - V2C2
1% PMV moles

Milimolar (mM)  Molar (M)  [Micromolar (uM)

1000 1 1,000,000

100 0.1 100,000

10 0.01 10,000

1 0.001 1,000

0.1 0.0001 100

0.01 0.00001 10

0.001 0.000001 |1

Compuesto 1

PM=298.16 g/mol

V=1mL

C:1=0.335 M
C=0.1M

=

V,=1 mL (1000 pL)

Solucién stock
0.335M

I

0.100g de
compuesto

N U

ImL(DMSO)  798.50uL +701.5uL  10pL +90uL

Vi

0.01M

0.100 g )/(1 m

298.16 g/mol

(0.335 M)

Sol. Anterior + DMSO

) =0.335 M

_ (1000 puL)(0.1 M) _ 298.50pL

0.001M

7]

10pL +90pL

10pL +90uL || 10pL +90uL

.

10pL +90uL
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Compuesto 2

PM= 302.36 g/mol M= (ﬁ;’fmol) /(1 mL) (woloLmL) = 0.330M
V=1 mL
C;=0.330 M Vv, = %z 303.03 pL
C2: 0.1 M
V,= 1 mL (1000 pL)
Solucién stock [ ] [ ] [ ]
0.1M 0.01M 0.001M 100 uM 10 um 1uM

0.330M

TN _TN NN NNy

T Ty

éTSéDMSOL 303uL+ 697Ul 10uL +90uL  10pL +90pL 10uL +90uL || 10uL +90uL 10pL +90pL
. g e
compueste Sol. Anterior + DMSO

Compuesto 3

0.100 1L

PM= 298.16 g/mol M= (ngm(ﬂ) /(1mL) (0=—) = 0.335 M
V=1mL

— (1000 pL)(0.1 M)_
C,=0.335 M vV, = —(0.335 w 298.50 pL
C=01M
V,=1 mL (1000 pL)

Solucidn stock [ ] [ ] [ ]

0.1M 0.01M 0.001M 100 puMm 10 uM 1pM

0.335M

T T T

ImL(DMSO)  >98.50uL +701.5uL  10uL +90pL  10uL +90uL | 10uL+90uL || 10uL+S0uL || 10pL+90uL

0.100g de
compuesto Sol. Anterior + DMSO
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Compuesto 4

0.100 1L
PM=359.11 g/mol M= (ng/gmol) /(1 mL) (1000 mL) = 0.278M
V=1 mL
C;=0.278 M v, = %: 359.71 L
C2: 0.1 M

Vo= 1 mL (1000 pL)

Solucién stock [ ] [ ]
0.278M 0.1M 0.01M 0.001M 100 uM 10 pM

' I [

I o e el

1mL (DMSO) 359.71pL+ 640.29ul 10pL+90uL  10uL +90pL 10pL +90uL " 10uL +90pL 10pL +90uL

0.100g de
compuesto Sol. Anterior + DMSO

Compuesto 5

PM= 330.07 g/mol M= (ﬁg"fm) /(1 mL) (mloLmL) = 0.303M
V=1mL

C,= 0.303 M Vv, = %z 330.03 pL

C2: 0.1 M

Vo= 1 mL (1000 pL)

Solucidn stock [ ] [ ]
0.303M 0.1M 0.01M 0.001M l 100 uMm I 10 uM 1M

[

1mL (DMS0) 330.03puL+ 669.97ul 10pL +90uL  10uL +90uL | 10pL +90uL || 10uL +90uL 10pL +90pL

0.100g de
compuesto Sol. Anterior + DMSO
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Compuesto 6

PM= 346.29 g/mol M= (34;’+g°/gmol) /(1 mL) (woloLmL) = 0.288M
V=1mL
C;=0.288 M v, = %z 347.22 L
C2: 0.1 M
Vo= 1 mL (1000 pL)
Solucion stock 0.1M 0.01M 0.001M [ 100 um ] [10 uM] [ 1M ]

T T o7 o

én;;éDMSOL 347.22114652.78ul  10pL+90uL  10pL +90pL | 10pL +90pL " 10pL +90uL | 10“'-+90“L|
.100g e

compuesto Sol. Anterior + DMSO
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10.2 Crecimiento bacteriano de las cepas PAl14y PA64

A continuacion se presenta la tabla de los resultados de crecimiento de las cepas PA14
y PA64 después de cada tratamiento por metabolitos secundarios y un EAcCOEt de L.
tridentata, asi como de sus respectivos controles (media aritmética, desviacion

estandar). El crecimiento se cuantifico después de 24 h de incubacién a 37°C.

Para el caso de los tratamientos de crecimiento bajo C-30 se hicieron mediciones a
100 puM, 75 puM, 50 uM, 10 uM y 1 pM debido a que a 100 y 75 uM las bacterias no
crecieron lo suficiente debido a la actividad bactericida de este compuesto a esas
concentraciones, por lo que para este compuesto se hicieron mediciones de C-30 a
1,10y 50 pM.

Tabla 8.1 Crecimiento bacteriano bajo C-30

Cepa PA14 Cepa PA64
Concen. Tratamiento | X X
100 uM 0.01076 | 0.0097 + 0.0123 0.00796 | 0.0064 +0.0093
75 uM 0.09136 | 0.0870 £ 0.0973 0.0937 | 0.0876+ 0.1002
50 uM C-30 0.23653 | 0.2297 + 0.2455 0.2367 | 0.2301 +0.2433
10 M 0.24773 | 0.2416 £ 0.2518 0.2515 | 0.2498 + 0.2544
1uM 0.25906 | 0.2578 + 0.2601 0.2455 | 0.2365 +0.2587
Tabla 8.2 Crecimiento bacteriano.
Cepa PA14 Cepa PA64
Concen. | Tratamiento | X X
Cepa siin 0.260366 | 0.2443 £ 0.2816 0.24906 | 0.2076 +0.2753
100 uM tratamiento
DMSO 0.2549 0.2356 £ 0.2723 0.2447 | 0.2286 +0.2587
C-30 (50 uM) | 0.264183 | 0.2365 +0.2773 0.2732 1 0.2576 £ 0.2943
Extracto 0.255116 | 0.2348 £0.2667 0.28123 | 0.2589 +0.3034
AcOEt
Compuesto 1 | 0.239283 | 0.2076 + 0.2642 0.26305 | 0.2479 £ 0.2768
Compuesto 2 | 0.244666 | 0.2212 +0.2602 0.26798 | 0.2563 +0.2814
Compuesto 3 | 0.226025 | 0.2173 £ 0.2356 0.22605 | 0.2017 +£0.2447
Compuesto 4 | 0.21985 0.1987 +0.2419 0.26088 | 0.2456 +0.2748
Compuesto 5 | 0.22135 0.1987 £ 0.2378 0.26946 | 0.2628 +0.2789
Compuesto 6 | 0.25677 0.2387 £ 0.2896 0.23233 | 0.1974 £0.2543
Cepa sin 0.2727 0.2552 +0.2993 0.2921 | 0.2658 + 0.3076
10 uM tratamiento
DMSO 0.2597 0.2467 £0.2874 0.27555 | 0.2459 +0.2924
C-30 0.231875 | 0.2074 £ 0.2689 0.25845 | 0.2456 + 0.2665
Extracto 0.2331 0.2019 £ 0.2567 0.24135 | 0.1965 +0.2654
AcOEt
Compuesto 1 | 0.248975 | 0.2062 +0.2876 | 0.246325 | 0.2375 +0.2579
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1uM

Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30
Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

0.265725
0.251225
0.219825
0.228825
0.24415
0.29565

0.28272
0.25935
0.27462

0.30217
0.27057
0.2835
0.247825
0.263975
0.273875

0.2168 £ 0.3091
0.2254 +0.2753
0.2118 £ 0.2354
0.2020 £ 0.2567
0.2293 £ 0.2673
0.2785 £ 0.3091

0.2748 £ 0.2892
0.2345 +0.2782
0.2567 +0.2889

0.2890 +0.3123
0.2470 £ 0.2894
0.2679 + 0.2996
0.2103 £ 0.2679
0.2456 +0.2753
0.2569 + 0.296

0.246775
0.259175
0.262125
0.25685
0.23542
0.30515

0.2925
0.26535
0.27279

0.29072
0.29187
0.28775
0.274325
0.279675
0.2648

0.2115+£0.2754
0.2447 £+ 0.2682
0.2453 £0.2777
0.2423 £ 0.2654
0.2278 £ 0.2431
0.2869 £ 0.3346

0.2817 +0.3043
0.2367 £ 0.289
0.2504 £ 0.2852

0.2743 £ 0.312
0.2765 + 0.3086
0.2679 £ 0.3186
0.2641 + 0.2907
0.2689 + 0.289
0.2245 £ 0.2869
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10.3 Cuantificacion de elastasa

La tabla 8.3 muestra los resultados de la cuantificacion de elastasa

in vitro de las

cepas PAl14 y PA64 después de cada tratamiento asi como de sus respectivos
controles (media aritmética, desviacion estandar). La cuantificacion se obtuvo después
de un periodo de crecimiento y posteriormente a 1 h de incubacion a 37°C.

Tabla 8.3 Cuantificacion de elastasa.

Concen.

100 pM

10 pM

Tratamiento

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30 (50 pM)
Extracto AcOEt
Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30

Extracto AcOEt
Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30

Extracto AcOEt
Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa PA14

0.415266

0.402333
0.333766
0.35965
0.391633
0.346183
0.329533
0.37513
0.37854
0.39285
0.3727

0.3514
0.33187

0.3331
0.38397
0.38072
0.38122
0.32732
0.34837
0.35665
0.32065

0.311975
0.31435
0.374625
0.412175
0.370575
0.3835
0.347825
0.363975
0.373875

0.3931 £ 0.4416

0.3785+0.4276
0.3021 £ 0.3678
0.3348 £ 0.3802
0.3793 £ 0.4029
0.3212 £0.3678
0.3178 £ 0.3417
0.3587 £0.3902
0.3636 + 0.4095
0.3746 + 0.4087
0.3552 £0.3993

0.3354 +0.3674
0.3074 £ 0.3689
0.3019 £ 0.3567
0.3662 + 0.3957
0.3576 £ 0.4091
0.3653 £ 0.3954
0.3187 +0.3354
0.3345 £ 0.3621
0.3341+£0.3793
0.2785 +0.398

0.2562 +0.3762
0.3079 £ 0.3245
0.3567 £ 0.3889
0.3890 £ 0.4378
0.3470 £ 0.3894
0.3679 £ 0.3996
0.3103 +£0.3679
0.3456 + 0.3753
0.3569 £0.396

Cepa PAG4

X
0.3833

0.37101
0.25998
0.27765
0.37325
0.36306
0.32398
0.36528
0.36508
0.27398

0.3546

0.34552
0.28845
0.32385
0.34632
0.38677
0.37417
0.36212

0.3568
0.33542
0.34107

0.33087
0.28535
0.37272
0.36572
0.36687
0.33775
0.29932
0.37967

0.3648

0.3588 £ 0.3997

0.3488 + 0.3898
0.2465 £ 0.2684
0.2547 £ 0.2967
0.3579 £+ 0.3878
0.3563 £0.3714
0.3017 +0.3447
0.3456 £ 0.3785
0.3561 + 0.3789
0.2547 +0.2956
0.3076 £ 0.3874

0.3145 +0.3652
0.2756 + 0.2965
0.3056 £ 0.3379
0.3375 £ 0.3579
0.3564 £ 0.4115
0.3596 + 0.4047
0.3453 +£0.3777
0.3423 £ 0.3654
0.3278 £0.3431
0.2907 + 0.3869

0.3764 £ 0.2953
0.2987 £ 0.267

0.3852 £ 0.3504
0.3890 + 0.312

0.3968 + 0.3086
0.3778 £ 0.2867
0.3645 + 0.2641
0.3890 + 0.3689
0.3869 + 0.3245
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10.4 Cuantificacion de proteasa alcalina

La tabla 8.3 muestra los resultados de la cuantificacion de proteasa in vitro de las
cepas PAl14 y PA64 después de cada tratamiento asi como de sus respectivos
controles (media aritmética, desviacion estandar). La cuantificacion se obtuvo después

de un periodo de crecimiento por 2 h de incubacion a 37°C.

Tabla 8.4 Cuantificacion de proteasa.
Cepa PA14

Concen.

100 uM

10 uM

Tratamiento

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30 (50 pM)

Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3

Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30

Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30

Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

X

0.3946

0.387433
0.297483
0.38453

0.3756

0.35368
0.292216

0.374966
0.37513
0.394583
0.38527

0.38012
0.308
0.3751

0.3828
0.35615
0.37185

0.3646
0.38322
0.39615
0.36082

0.35825
0.30495
0.35175

0.40248
0.36675
0.38817
0.35880
0.34605

0.3708

0.3783 +0.4279

0.3698 +0.4292
0.2841 +0.3174
0.3702 + 0.4053

0.3567 £ 0.389

0.3431 £0.3753
0.2679 £ 0.3092

0.3587 £ 0.3902
0.3578 £ 0.3995
0.3866 + 0.4105
0.3813 +0.3874

0.3760 + 0.3869
0.2974 +0.3201
0.3617 £0.3832

0.3732 £0.3901
0.3423 +0.3694
0.3635 +0.3802
0.3514 £0.3718
0.3763 + 0.3934
0.3856 +0.4073
0.3517 £0.3725

0.3502 +0.3678
0.2968 + 0.3212
0.3419 +0.3676

0.3873 +0.4231
0.3417 £ 0.3894
0.3745 +0.4012
0.3387+0.3721
0.3245 + 0.3587
0.3645 +0.3789

Cepa PAG64

X
0.42138

0.4156
0.30073
0.434583

0.39856

0.431633
0.341633

0.38808
0.44595
0.40111
0.35135

0.3446
0.30162
0.3742

0.3586
0.38825
0.37127

0.3576
0.35795
0.34315
0.37396

0.36927
0.31255
0.38337

0.398725
0.40905
0.35868

0.3924

0.382025

0.369275

0.3993 + 0.4376

0.3765 +£0.4321
0.2868 + 0.3147
0.3977 £ 0.4601

0.3901 + 0.4045

0.4021 +0.4589
0.3246 +0.3547

0.3722 +0.3987
0.4205 + 0.4622
0.3934 +0.4213
0.3367 £ 0.3678

0.3305 + 0.3644
0.2956 + 0.3102
0.3562 +0.3876

0.3512 £ 0.3675
0.3861 +0.3934
0.3622 +0.3821
0.3521 +£0.3623
0.3459 +0.3752
0.3392 +0.3512
0.3632 £ 0.3872

0.3458 £ 0.3803
0.2998 + 0.3245
0.3678 £ 0.3967

0.3867 £ 0.4125
0.3902 £ 0.4234
0.3467 +0.3656
0.3678 £ 0.4202
0.3749 £ 0.3876
0.3634 +0.3769
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10.5 Cuantificacion de piocianina

La tabla 8.5 muestra los resultados de la cuantificacion de piocianina in vitro de las
cepas PAl14 y PA64 después de cada tratamiento asi como de sus respectivos
controles (media aritmética, desviacion estandar). La cuantificacion de piocianina se
obtuvo después de un periodo de crecimiento de 24 h a 37°C.

Tabla 8.5 Cuantificacion de piocianina.
Cepa PA14

Concen.

100 pM

10 puM

Tratamiento

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30 (50 uM)
Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3

Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30
Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

Cepa sin
tratamiento
DMSO

C-30
Extracto
AcOEt
Compuesto 1

Compuesto 2
Compuesto 3
Compuesto 4
Compuesto 5
Compuesto 6

X
0.0262

0.02546
0.01356
0.01395

0.01556
0.01685
0.01876
0.01803
0.02276
0.01945
0.03085

0.02957
0.02292
0.0244

0.02065
0.01802
0.02792
0.02200
0.03877
0.02847
0.02882

0.02772
0.02275
0.0306

0.02772
0.02942
0.02952
0.02665
0.04175

0.0279

0.0248 £ 0.027

0.0239 +0.0268
0.0129 £ 0.0141
0.0137 £ 0.0142

0.0149 £ 0.0163
0.0153 +0.0212
0.0179 £ 0.0197
0.0172 £0.0192
0.0211 +0.0261
0.0187 £ 0.0201
0.0295 £ 0.032

0.0278 £0.0318
0.0222 +0.0235
0.0237 £ 0.0252

0.0185 +0.0232
0.0167 £ 0.0192
0.0265 + 0.0293
0.0200 +0.0235
0.0372 £ 0.0402
0.0272 +0.0297
0.0282 +0.0301

0.0267 +0.0287
0.0212 +0.0237
0.0289 +0.032

0.0268 + 0.0284
0.0285 +0.0301
0.0285 + 0.0307
0.0259 +0.0275
0.0398 + 0.0434
0.0264 £ 0.0292

Cepa PAG4

X
0.022466

0.022133
0.01348
0.01448

0.01473

0.01401
0.01366

0.01331
0.01378
0.00966

0.0265

0.02582
0.02067
0.02777

0.02535
0.02635

0.0271
0.02762
0.02357
0.02117
0.03617

0.03367
0.02342
0.03862

0.02685
0.03745
0.03582
0.03875
0.03842

0.0272

0.0214 £ 0.0234

0.0212 +0.0228
0.0121 +0.0147
0.0140+0.0151

0.0139 £ 0.0158
0.0135 +0.0143
0.0131 +0.0141
0.0124 £ 0.0142
0.0134 +0.0141
0.0084 +0.0112
0.0258 + 0.0272

0.0245 £ 0.0269
0.0197 +0.0221
0.0267 + 0.0287

0.0245 + 0.0263
0.0253 £ 0.0272
0.0262 + 0.0281
0.0268 + 0.0283
0.0228 + 0.0241
0.0196 + 0.0221
0.0354 + 0.0372

0.0286 + 0.0367
0.0224 + 0.0245
0.0378 £0.0397

0.0253 + 0.0282
0.0302 +0.0413
0.0346 + 0.0366
0.0367 + 0.0402
0.0379 £ 0.0389
0.0264 £ 0.0279
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10.6 Gréficas de prueba Dunnet

La figura 16.2 muestra el andlisis estadistico (Prueba de Dunnet) con a=0.005 para los
tratamientos de las cepas PA14 y PA64 bajo concentraciones a 100,10 y 1uM.

C-30 - Compuesto 6
C-30 - Compuesto 54
C-30 - Compuesto 41
C-30 - Compuesto 3
C-30 - Compuesto 24
C-30 - Compuesto 14
C-30 - Extracto AcOEt+
C-30 - DMSO+

C-30 - Wild type+

Prueba Dunnet a=0.005 para la cepa PA14 y PA64

A 95% Confidence Intervals (Dunnet)

-0.2

C-30 - Compuesto 64
C-30 - Compuesto 54
C-30 - Compuesto 44
C-30 - Compuesto 31
C-30 - Compuesto 2
C-30 - Compuesto 14
C-30 - Extracto AcOEt+
C-30 - DMSO+

C-30 - Wild type+
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E 95% Confidence Intervals (Dunnet) F 95% Confidence Intervals (Dunnet)
C-30 - Compuesto 64 m C-30 - Compuesto 61 ’_HH-IH-'
C-30 - Compuesto 5 oo™ Bs C-30 - Compuesto 51 kol I-ltf
C-30 - Compuesto 44 :FI* C-30 - Compuesto 41 g (HERY "H
C-30 - Compuesto 3 H"::D-'l C-30 - Compuesto 31 T H HH : :20
C-30 - Compuesto 2 ._.:H HH C-30 - Compuesto 21 s l-l-im o |
C-30 - Compuesto 14 l_.:‘-{l-l-! C-30 - Compuesto 11 P-’_l-.::‘
C-30 - Extracto AcOEt+ el I-lH-;' C-30 - Extracto AcOEt1 oy HH hH
C-30 - DMSO- iy, C-30- DMSO- ok
C-30 - Wild type ""'»-g—cﬁ C-30 - Wild type '_HH:I-i
-0:02 0.;]0 ().;)2 -0.'02 ().;)ll 0.;)2
Diff. between cell means per row Diff. between cell means per row

Figura 16.2 Gréficas de Dunnet de los valores numéricos obtenidos de la cuantificacion
de la produccion de los factores de virulencia de P. aeruginosa. La imagen (A) muestra
los valores de proteasa de la cepa sin tratamiento  PA 14, mientras que la figura (B)
corresponde a los valores de proteasa registrados por la cepa farmacorresistente PA64. La
figura (C) corresponde a valores de elastasa de la cepa PA14, mientras la figura (D) muestra
valores de elastasa de la cepa PA64. La figura (E) muestran valores de piocianina de la cepa
PA14, y la figura (F) muestra valores de la cepa PA64, con un intervalo de confianza de 95%(
a=0.005) bajo las tres concentraciones utilizadas (100, 10 y 1 pM).El eje inferior muestra las
diferencias entre los valores registrados por cada tratamiento que corresponde al eje vertical
respecto a C-30 contra todos los tratamientos, si los valores tienden a ser negativos significa
que son datos superiores a los registrados por C-30. Si los valores tienden a ser positivos
significan que son valores inferiores a los registrados por C-30 vy si los valores se mantienen en
cero, significa que no hay diferencia respecto a la cepa control.
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10.7 Densitometria de imagen

La tabla 9 muestra los valores numeéricos y porcentuales de la densitometria de Imagen
para cada gen utilizado respecto a la cepa sin tratamiento, para ello, se normalizaron
los resultados en funcion a los valores de la expresion del gen constitutivo 16s rRNA

para cada cepa.

Tabla 9. Valores de densitometria de imagen para cada gen (lasl,lasR,rhll, rhiR, lasB, phz vy,
toxA) en ambas cepas (PA1l4 y PA64) de P. aeruginosa bajo tratamiento de metabolitos

secundarios y un EACOEt de Larrea tridentata.

Valor Valor del gen Datos
Gen lasl (PA14) densitometria (U) constitutivo normalizados | Porcentaje (%)
16s rRNA (U)
cepa sin tratamiento 6045.497 16881.497 0.3581138 100
Compuesto 1 8974.891 16378.083 0.54798178 | 153.018895
Compuesto 2 8885.426 16533.497 0.53741964 | 150.069515
Compuesto 3 14889.74 16439.669 0.90572018 | 252.91407
Compuesto 4 8293.912 16598.376 0.49968214 | 139.531663
Compuesto 5 11632.79 16046.033 0.72496361 | 202.439452
Compuesto 6 5032.033 16300.376 0.30870656 | 86.2034811
Extracto de AcOEt 5095.962 16490.74 0.30901961 | 86.2908968
C-30 4588.033 15961.447 0.28744468 | 80.2662953
Gen lasl (PA64)
cepa sin tratamiento 15190.083 16178.497 0.9389057 100
Compuesto 1 10271.255 16510.74 0.62209538 | 66.2574929
Compuesto 2 8999.912 16432.619 0.54768579 | 58.332354
Compuesto 3 5599.205 16375.619 0.34192326 | 36.4172099
Compuesto 4 8659.74 16607.617 0.52143182 | 55.536123
Compuesto 5 3569.891 15979.452 0.2234051 | 23.7941996
Compuesto 6 11346.276 16532.912 0.68628418 | 73.0940482
Extracto de AcOEt 4485.619 16417.497 0.27322186 | 29.1000318
C-30 5813.912 16795.912 0.34615042 | 36.8674321
Valor Valor del gen Datos
Gen lasR (PA14) |densitometria (U) constitutivo normalizados | Porcentaje (%)
16s rRNA (U)
cepa sin tratamiento 15304 16881.497 0.90655467 100
Compuesto 1 13709.9 16378.083 0.8370882 92.33731
Compuesto 2 15969.6 16533.497 0.96589366 | 106.54555
Compuesto 3 16023.2 16439.669 0.97466683 | 107.513298
Compuesto 4 8765.7 16598.376 0.52810588 | 58.254168
Compuesto 5 3974.4 16046.033 0.24768739 | 27.3218367
Compuesto 6 6208.9 16300.376 0.38090532 | 42.0168066
Extracto de AcOEt 4264.1 16490.74 0.25857542 | 28.5228708
C-30 5373.9 15961.447 0.33668 37.1384111
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Gen lasR (PA64)

cepa sin tratamiento 9035.9 16178.497 0.55851294 100
Compuesto 1 15668 16510.74 0.94895807 | 169.907982
Compuesto 2 10508.03 16432.619 0.63946167 | 114.493617
Compuesto 3 3604 16375.619 0.22008328 | 39.4052252
Compuesto 4 7028.8 16607.617 0.42322749 | 75.7775609
Compuesto 5 8883.2 15979.452 0.55591393 | 99.534655
Compuesto 6 1016.4 16532.912 0.06147737 | 11.0073318

Extracto de AcOEt 668.698 16417.497 0.04073081 | 7.29272497
C-30 1005.7 16795.912 0.05987767 | 10.7209092
Valor Valor del gen Datos
Gen rhll (PA14) densitometria (U) constitutivo normalizados | Porcentaje (%)
16s rRNA (U)

cepa sin tratamiento 14165.154 16881.497 0.83909348 100
Compuesto 1 8015.134 16378.083 0.48938169 | 58.322667
Compuesto 2 8667.326 16533.497 0.52422824 | 62.4755469
Compuesto 3 5993.134 16439.669 0.3645532 | 43.4460777
Compuesto 4 12769.205 16598.376 0.76930448 | 91.6828102
Compuesto 5 9952.447 16046.033 0.62024346 | 73.9182792
Compuesto 6 11129.74 16300.376 0.68279038 | 81.3723863

Extracto de AcOEt 4984.619 16490.74 0.30226776 | 36.0231328
C-30 3562.619 15961.447 0.22320151 | 26.6003147
Gen rhll (PAG4)

cepa sin tratamiento 12717.669 16178.497 0.7860847 100
Compuesto 1 8273.497 16510.74 0.50109789 | 63.7460429
Compuesto 2 1925.719 16432.619 0.11718881 | 14.9079108
Compuesto 3 1971.891 16375.619 0.12041627 | 15.3184857
Compuesto 4 9745.69 16607.617 0.58682049 | 74.6510511
Compuesto 5 7191.962 15979.452 0.45007563 | 57.2553611
Compuesto 6 7596.205 16532.912 0.45945959 | 58.4491201

Extracto de AcOEt 5220.205 16417.497 0.31796595 | 40.449324
C-30 2926.719 16795.912 0.17425187 | 22.1670597
Valor Valor del gen Datos
Gen rhiR (PA14) densitometria (U) constitutivo normalizados | Porcentaje (%)
16s rRNA (U)

cepa sin tratamiento 12619.861 16881.497 0.7475558 100
Compuesto 1 9888.255 16378.083 0.60374923 | 80.7630989
Compuesto 2 12899.205 16533.497 0.78018613 | 104.364935
Compuesto 3 6960.79 16439.669 0.42341424 | 56.6398177
Compuesto 4 12751.033 16598.376 0.76820967 | 102.762854
Compuesto 5 12774.619 16046.033 0.79612319 | 106.496825
Compuesto 6 4799.74 16300.376 0.29445578 | 39.3891378

Extracto de AcOEt 2934.548 16490.74 0.17795126 | 23.804412
C-30 2212.447 15961.447 0.13861193 | 18.5420181
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Gen rhIR(PA64)

cepa sin tratamiento 14899.546 16178.497 0.92094748 100
Compuesto 1 4085.497 16510.74 0.24744481 | 26.8685045
Compuesto 2 6744.326 16432.619 0.41042307 | 44.5653073
Compuesto 3 5057.74 16375.619 0.30885794 | 33.5369769
Compuesto 4 4555.93 16607.617 0.27432774 | 29.7875551
Compuesto 5 10140.709 15979.452 0.63460931 | 68.9083064
Compuesto 6 14687.93 16532.912 0.8884055 | 96.4664679

Extracto de AcOEt 2356.498 16417.497 0.14353577 | 15.5856625
C-30 2292.429 16795.912 0.13648732 | 14.8203152
Valor Valor del gen Datos
Gen laB (PA14) densitometria (U) constitutivo normalizados [Porcentaje (%)
16s rRNA (U)

cepa sin tratamiento 16601.79 16881.497 0.98343115 100
Compuesto 1 6556.548 16378.083 0.40032451 | 40.7069175
Compuesto 2 1488.355 16533.497 0.09002058 | 9.15372476
Compuesto 3 1506.426 16439.669 0.0916336 | 9.31774398
Compuesto 4 7758.962 16598.376 0.46745308 | 47.5328732
Compuesto 5 7336.104 16046.033 0.45719113 | 46.489389
Compuesto 6 13144.033 16300.376 0.80636379 | 81.9949411

Extracto de AcOEt 8514.497 16490.74 0.51631989 | 52.5018845
C-30 10479.619 15961.447 0.65655821 | 66.76199
Gen lasB (PA64)

cepa sin tratamiento 12299.669 16178.497 0.76024794 1000
Compuesto 1 9279.962 16510.74 0.56205609 | 73.9306301
Compuesto 2 9371.376 16432.619 0.57029108 | 75.0138275
Compuesto 3 5399.619 16375.619 0.32973526 | 43.372069
Compuesto 4 2435.79 16607.617 0.14666704 | 19.2920008
Compuesto 5 15124.861 15979.452 0.94651938 | 124.501407
Compuesto 6 2356.406 16532.912 0.14252819 | 18.7475929

Extracto de AcOEt 3142.648 16417.497 0.19142065 | 25.1787139
C-30 2821.598 16795.912 0.16799314 | 22.0971517
Valor Valor del gen Datos
Gen phz (PA14) densitometria (U) constitutivo normalizados | Porcentaje (%)
16s rRNA (U)

cepa sin tratamiento 16844.447 16881.497 0.99780529 100
Compuesto 1 3912.426 16378.083 0.2388818 | 23.9407233
Compuesto 2 2829.477 16533.497 0.17113603 | 17.1512448
Compuesto 3 2513.477 16439.669 0.15289097 | 15.3227263
Compuesto 4 3189.184 16598.376 0.19213832 | 19.2560931
Compuesto 5 2362.062 16046.033 0.14720536 | 14.752914
Compuesto 6 1956.234 16300.376 0.12001159 | 12.0275558

Extracto de AcOEt 484.749 16490.74 0.02939522 | 2.94598801
C-30 1917.012 15961.447 0.12010264 | 12.0366815
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Gen phz (PA6G4)

cepa sin tratamiento 15778.033 16178.497 0.97524714 100
Compuesto 1 11546.326 16510.74 0.69932214 | 71.7071711
Compuesto 2 1377.77 16432.619 0.0838436 | 8.59716478
Compuesto 3 1221.497 16375.619 0.07459242 | 7.64856553
Compuesto 4 4622.205 16607.617 0.27831838 | 28.5382406
Compuesto 5 1265.062 15979.452 0.07916805 | 8.11774195
Compuesto 6 579.335 16532.912 0.03504132 | 3.59307039

Extracto de AcOEt 881.305 16417.497 0.05368084 | 5.50433175
C-30 496.335 16795.912 0.02955094 | 3.03009764
Valor Valor del gen Datos
Gen toxA (PA14) densitometria constitutivo  |normalizados| Porcentaje
(V) 16s rRNA (U) (%)

cepa sin tratamiento 16484.74 16881.497 0.97649752 100
Compuesto 1 11338.497 16378.083 0.69229696 | 70.8959254
Compuesto 2 2631.012 16533.497 0.15913222 | 16.2962231
Compuesto 3 4451.083 16439.669 0.27075259 | 27.7269103
Compuesto 4 6835.619 16598.376 0.41182457 | 42.1736417
Compuesto 5 5928.376 16046.033 0.36946054 | 37.8352766
Compuesto 6 12948.569 16300.376 0.79437241 | 81.3491477

Extracto de AcOEt 6071.912 16490.74 0.36820131 | 37.7063226
C-30 4451.74 15961.447 0.27890579 | 28.5618534
Gen toxA (PA64)

cepa sin tratamiento 14911.962 16178.497 0.92171492 1000
Compuesto 1 9310.79 16510.74 0.56392324 | 61.1819588
Compuesto 2 4690.79 16432.619 0.28545602 | 30.9700987
Compuesto 3 3517.79 16375.619 0.21481875 | 23.30642
Compuesto 4 6477.79 16607.617 0.39004934 | 42.3177851
Compuesto 5 2146.205 15979.452 0.1343103 | 14.5717833
Compuesto 6 2134.062 16532.912 0.12907962 | 14.0042889

Extracto de AcOEt 3165.598 16417.497 0.19281855 | 20.9195434
C-30 2673.134 16795.912 0.15915385 | 17.2671445
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10.8 Efecto de los metabolitos secundarios y el EAcCOEt sobre la expresién de los
genes analizados en comparacién ala cepas PA14 y PA64 sin tratamiento de
P. aeruginosa

La siguiente tabla (tabla 10) resume la actividad de los compuestos y el EACOEt sobre
la expresion de cada gen controlado por el sistema de percepcion de quérum de P.

aeruginosa.

Tabla 10. Actividad de los compuestos y el EAcOEt sobre la expresion de cada gen controlado

por el sistema de percepcion de quérum de P. aeruginosa

lasl lasR
Efecto sobre Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
la expresion PA14 PAG4 PA14 PA6G4
génica
Mayor de 100% [1,2,3,4,5 2,4 1,2
De 76- 100% 6, EAcOet 1 5,4
De 50- 75% C-30 1,2,4,6 4
Menos de 50% 3,5,EACOEL, 5,6, EACOEt, C-30 (3,6, EACOEt,
C-30 C-30
rhll rhiIR
Efecto sobre Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
la expresion PA14 PAG4 PA14 PA64
génica
Mayor de 100% 2,4,5
De 76- 100% 4 4 1 6
De 50- 75% 1,2,5,6 1,5,6 3 5
Menos de 50%  [3,EACOEt, 2,3, EACOEt, 6, , EACOEL, 1,2,3,4, EAcCOEt,
C-30 C-30 C-30 C-30
lasB phz
Efecto sobre Tratamiento Tratamiento Tratamiento Tratamiento
la expresion PA14 PAG4 PA14 PA64
génica
Mayor de 100% 5
De 76- 100% 6 2
De 50- 75% EACOEt, 1 1
C-30
Menos de 50% [1,2,3,4,5 3,4,6, EACOEt, 1,2,3,4,5,6, 2,3,4,5,6,EACOEt,
C-30 EAcOEt, C-30 C-30

toxA

Efecto sobre

Tratamiento

Tratamiento

la expresion PAl14 PA64
génica
Mayor de 100%
De 76- 100% 6
De 50- 75% 1 1
Menos de 50% [2,3,4,5,EAcCOEt [2,3,4,5,6
C-30 EACOEt, C-30
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La siguiente tabla (tabla 11) resume a los metabolitos secundarios y el EACOEt que
tuvieron mayor efecto (mayor disminucién) sobre la expresion de genes controlados por
el sistema de percepcion de quorum de P. aeruginosa.

Tabla 11. Metabolitos secundarios y el EACOELt que tuvieron mayor efecto (mayor disminucion)
sobre la expresion de genes controlados por el sistema de percepcién de quérum de P.

aeruginosa.

Compuesto/ |PAl4 PAG4

EACOEt

1 lasB, phz rhiR

2 lasB, phz,toxA rhil,rhIR,phz, toxA

3 rhil,lasB,phz, toxA lasl,lasR,rhll, rhiR,lasB, phz, toxA
4 lasB,phz, toxA rhiR,lasB,phz, toxA

5 lasR,lasB,phz, toxA lasl,phz, toxA

6 lasR,rhIR, phz lasR,lasB,phz, toxA

EACOEt lasR,rhil,rhIR,phz,toxA lasl,lasR,rhll, rhiR,lasB, phz, toxA
C-30 lasR,rhll,rhIR,phz,toxA lasl,lasR,rhll, rhiR,lasB, phz, toxA
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