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DPPC

E. coli
EC
EPS

EDA

GABA

GC/MS

Concentracion Minima Inhibitoria del biofilm
Concentracion Minima Inhibitoria del quorum sensing
Cymbopogon nardus

Cananga odorata
Citrus sinensis

Chromobacterium violaceum CVV026

Dosis media letal 50
Dimetilsulfoxido

Dipalmitoilfosfatidilcolina

Escherichia coli
Elettaria cardamomum
Sustancias poliméricas extracelulares

Enfermedad diarreica aguda

Acido y-aminobutirico

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
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HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia

1Cso

K

K. pneumoniae

LACA
LACI
LB
LOF
LPS
LRI
LTCI

LTC I

M

MS

Concentracion Inhibitoria 50

Klebsiella pneumoniae

Lippia alba, Quimiotipo carvona

Lippia alba, Quimiotipo citral

Luria Bertani

Lippia origanoides, Quimiotipo Felandreno
Lipopolisacaridos

indices de retencion lineales

Lippia origanoides, Quimiotipo Timol-Carvacrol |

Lippia origanoides, Quimiotipo Timol-Carvacrol Il

Espectrometria de masas, espectro de masas

MTT Sal de bromuro de 3-(4,5 dimetil tiazol -2 il)- 2,5- difenil

tetrazolio
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OMS Organizacién Mundial de la Salud

P

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

PMR Resonancia magnética de protones

Q

QQ Quorum Quenching

QS Quorum Sensing

R

RMN Resonancia magnética nuclear

RO Rosmarinus officinalis

RP-HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa
S

SEM Microscopia electrénica de barrido

S. aureus Staphylococcus aureus

S. pneumoniae Staphylococcus pneumonia

S. Enteritidis Salmonella enterica Serovariedad Enteritidis
Sl indice de selectividad

SO Salvia officinalis
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SG

SV

TCA

TL

TV

TEM

UFC

Swinglea glutinosa

Satureja viminea

Ciclo de los acidos tricarboxilicos
Tagetes lucida
Thymus vulgaris

Microscopia de transmision electronica

Unidades formadoras de colonia
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Resumen

Titulo: Estudio metabolémico de la accién de aceites esenciales de plantas medicinales aromaticas sobre la
inhibicién del quorum sensing y la formacion de biofilm de bacterias patdgenas®.

Autor: Marlon Yesid Céceres Ortiz?

Palabras clave: Metabolomica, aceites esenciales, quorum sensing, biofilm, actividad antibacteriana.

Descripcion:

La prevalencia de la resistencia bacteriana a los farmacos antimicrobianos ha llevado a los investigadores a
descubrir nuevos compuestos antimicrobianos sintéticos y/o naturales para tratar diversos patdgenos
multirresistentes. Los Aceites Esenciales (AE) extraidos de plantas aromaticas contienen una amplia diversidad de
moléculas volatiles, que incluyen principalmente metabolitos secundarios, que poseen diferentes actividades
bioldgicas. En la presente tesis doctoral se evalud la actividad antibacteriana y antibiofilm frente a Escherichia coli
0157.H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis ATCC 13076. Ademas, se analiz6 el efecto de los AE sobre el
mecanismo de comunicacién bacteriana Quorum Sensing en bacterias Gram negativas, utilizando la bacteria
biorreportera Chromobacterium violaceum CV026. Posteriormente, se determind la actividad citotoxica de los AE
que presentaron mayor actividad bioldgica y se estudié el mecanismo de accion de estos compuestos vegetales
frente a las bacterias utilizadas en el proyecto, con la ayuda de técnicas metabolomicas.

Los resultados sugieren que el AE de Lippia origanoides quimiotipo timol carvacrol 1l (LTC II) present6 la mayor
actividad bioldgica frente a los microorganismos evaluados, con Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de
0.37 mg/mL, Concentraciones Minimas Bactericidas (CMB) de 0.75 mg/mL, Concentraciones Minimas Inhibitorias
del Biofilm (CMIB) de 0.19 mg/mL y Concentraciones Minimas Inhibitorias del Quorum Sensing (CMIQ) de 0.2
mg/mL. Sumado a lo anterior, el AE de LTC Il exhibié un indice de Selectividad positivo, lo cual indica una mayor
selectividad frente a los microorganismos en comparacién con las células eucariotas. Finalmente, mediante el
anélisis metabolomico se determind que el mecanismo de accién del AE frente a la inhibicion del biofilm de los
microorganismos evaluados se encuentra asociado principalmente con afectacion a nivel del metabolismo
energético, metabolismo de aminoacidos &cidos nucleicos y poliaminas. Los resultados obtenidos permiten concluir
que los AE constituyen una alternativa prometedora para ser utilizados como antibiéticos contra diferentes bacterias
patégenas.

! Tesis doctoral
2 Facultad de Salud. Escuela de Medicina.

Directora: Claudia Ortiz Lépez Ph.D. Codirectora: Elena Stashenko Ph.D.
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Abstract

Title: Metabolomic study of the action of essential oils of aromatic medicinal plants on the inhibition of quorum
sensing and the formation of biofilm of pathogenic bacteria®.

Author: Marlon Yesid Céceres Ortiz*

Keywords: Metabol6mic, essential oils, quorum sensing, biofilm, antibacterial activity.

Description:

The prevalence of bacterial resistance to antimicrobial drugs has led researchers to discover new synthetic and / or
natural antimicrobial compounds to treat various multi-resistant pathogens. Essential Oils (EO) extracted from
aromatic plants contain a wide variety of volatile molecules, which mainly include secondary metabolites, which
possess different biological activities. In the present doctoral thesis, the antibacterial and antibiofilm activity against
Escherichia coli 0157.H7 and Salmonella enterica Ser Enteritidis ATCC 13076 was evaluated. In addition, the
effect of AE on the mechanism of bacterial communication Quorum Sensing in Gram negative bacteria was
analyzed, using the bioreporting bacterium Chromobacterium violaceum CV026. Subsequently, the cytotoxic
activity of the EOs with the highest biological activity was determined and the mechanism of action of these plant
compounds against the bacteria used in the project was studied, with the help of metabolomic techniques.

The results suggest that the EO of Lippia origanoides chemotype thymol carvacrol 11 (LTC 1) presented the highest
biological activity against the microorganisms evaluated, with Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) of 0.37
mg/mL, Minimum Bactericidal Concentrations (CMB) of 0.75 mg/mL, Minimum Inhibitory Concentrations of
Biofilm (CMIB) of 0.19 mg/mL and Minimum Inhibitory Concentrations of Quorum Sensing (CMIQ) of 0.2
mg/mL. In addition to the above, the EO of LTC Il exhibited a positive Selectivity Index, which indicates a greater
selectivity against microorganisms compared to eukaryotic cells. Finally, by means of the metabolomic analysis it
was determined that the mechanism of action of EO against the inhibition of the biofilm of the evaluated
microorganisms is mainly associated with affectation at the level of energy metabolism, metabolism of amino acids,
nucleic acids and polyamines. The results obtained allow us to conclude that EOs constitutes a promising alternative
to be used as antibiotics against different pathogenic bacteria.

3 Doctoral thesis
4 Faculty of Health. School of Medicine.
Directora: Claudia Ortiz Lépez Ph.D. Codirectora: Elena Stashenko Ph.D.
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Introduccion

La resistencia a los agentes antimicrobianos constituye actualmente una amenaza para la
salud publica mundial. La baja cantidad de antibidticos disponibles en el mercado, su uso
indiscriminado en los tratamientos y el descenso en la cantidad de descubrimientos de nuevos
agentes terapéuticos han llevado a una crisis de resistencia antibiotica durante las dltimas
décadas (Dugassa and Shukuri, 2017). Entre los factores que pueden contribuir a la resistencia
bacteriana se encuentra la capacidad de las bacterias para formar biofilm, que son consorcios
bacterianos con una matriz compleja de ADN, proteinas y polisacaridos (Koo et al., 2017;
Kamali et al., 2020). La formacion de biofilms representa mas del 80% de las infecciones
bacterianas en todo el mundo; ademas, presentan una importancia clinica relevante debido a que
protegen al microorganismo y le permiten sobrevivir a ambientes hostiles obstaculizando la
absorcién de antibidticos y confiriéndoles resistencia (Peterson et al., 2015). Por lo tanto, la
inhibicion de la formacion del biofilm es uno de los principales desafios en la terapia antibiotica

actual (Gloag et al., 2020).

Sumado a la formacion de biofilm, las bacterias tienen la capacidad de comunicarse a
través de Quorum Sensing (QS), un mecanismo de comunicacion dependiente de la densidad
bacteriana basado en la secrecién de moléculas difusibles conocidas como autoinductores (Kali,
2018). ElI QS desempefia un papel importante en la induccion de la expresion génica para
controlar diferentes comportamientos celulares como la bioluminiscencia, la secrecion de
factores de virulencia, el desarrollo de biofilm y la supervivencia a agentes antimicrobianos

(Machado et al., 2020; Prescott and Decho, 2020). La busqueda de nuevos compuestos
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terapéuticos que interfieran con el mecanismo de QS, también se ha convertido en un interesante
foco de estudio para contrarrestar la resistencia bacteriana (Haque et al., 2018). Es necesario
ampliar nuestro conocimiento acerca del proceso de patogénesis y de los mecanismos de accion

de los compuestos antimicrobianos a nivel molecular.

En los ultimos afios ha existido un gran avance en el desarrollo de la tecnologia,
relacionado con los equipos analiticos para la identificacion y cuantificacion de muchas
moléculas. ElI uso de equipos avanzados de computacion y el desarrollo de softwares y
megabases, permiten el andlisis de los datos generados. De esta manera se ha logrado el analisis
de diferentes moléculas (ADN, ARN, proteinas y diversos metabolitos) y la creacion de redes de
interaccion entre ellas para comprender mejor el funcionamiento de los sistemas bioldgicos
(Frigolet et al., 2017). Entre las
tecnologias bioldgicas de alto rendimiento asociadas con la medicion de las moléculas
biologicas, se encuentra la metaboldmica, entre otras 6micas. La metabolomica permite
identificar y cuantificar metabolitos en muestras biol6gicas y, en consecuencia, determinar un
perfil metabdlico mediante tecnologias y plataformas para andlisis de datos obtenidos que
brindan informacién sobre el estado metabolico del sistema. La metaboldmica resulta Gtil para
inferir posibles mecanismos de accién de moléculas que inhiban procesos celulares en las

bacterias, tales como el biofilm y el QS (Chen et al., 2020).

Teniendo en cuenta los grandes impactos de la resistencia antimicrobiana en la vida del
ser humano y los grandes avances tecnoldgicos para el estudio de los sistemas bioldgicos,
durante los altimos afios se vienen realizando estudios concentrados en la obtencion de nuevos

compuestos antimicrobianos, evaluando diferentes moléculas y mezclas ya existentes en la
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naturaleza con actividad antimicrobiana. Ademas, se han desarrollado herramientas moleculares
para el estudio de los mecanismos de accion de los antimicrobianos, y se persiguen dianas
terapéuticas efectivas para el tratamiento de enfermedades infecciosas de alta prevalencia e

infecciones sistémicas dificiles de tratar.

Entre los compuestos de origen natural, los aceites esenciales (AE) de plantas aromaticas
medicinales han surgido como alternativa para el tratamiento de infecciones microbianas
(Bhavaniramya et al., 2019; Ciri¢ et al., 2019; Erhabor, Erhabor and McGaw, 2019). Sin
embargo, debido a la gran diversidad quimica de los componentes de los AE, es necesario
identificar los quimiotipos méas promisorios, las moléculas con efecto antibidtico y su posible
mecanismo de accion; por ejemplo, en la inhibicion de la formacién de biofilm bacteriano

mediante el bloqueo de la comunicacién celular bacteriana.

Esta tesis doctoral se enfoco en el estudio de la actividad antibacteriana y antibiofilm de
AE obtenidos de plantas en el nororiente colombiano, que fueron analizados y caracterizados en
el Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Aromaticas y Medicinas Tropicales (CENIVAM). Las siguientes bacterias del estudio se
seleccionaron, porque representan un grave problema para la salud publica a nivel mundial
debido a la resistencia que han desarrollado: Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7) y
Salmonella entérica serovariedad Enteritidis (S. Enteritidis). Se analiz6 el efecto de los AE sobre
el mecanismo de comunicacion bacteriana QS en bacterias Gram negativas, utilizando la bacteria
biorreportera Chromobacterium violaceum CV026. Se determind la actividad citotoxica de los

AE que presentaron mayor actividad bioldgica y se estudié el mecanismo de accidn de estos
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compuestos vegetales frente a las bacterias utilizadas en el proyecto, con la ayuda de diferentes

técnicas metaboldmicas.

La hipotesis de la presente investigacion se basé en que los AE con actividad
antimicrobiana sobre E. coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis, pueden constituir una alternativa

para combatir el fendmeno de la resistencia bacteriana debido a la inhibicién del biofilm y el QS.

El presente trabajo de investigacion fue dividido en seis capitulos; a continuacién, se

presenta una breve descripcion de cada uno de ellos:

En el Capitulo 1 se presentan los antecedentes tedricos del problema, relacionado con la
resistencia bacteriana y la capacidad de las bacterias para formar biofilm mediante mecanismos
de comunicacion como el QS. Se presentan los AE derivados de plantas medicinales como
alternativa para obtener productos con actividad antibacteriana, antibiofilm y antiQS, y se aborda
el tema del analisis metabolémico en bacterias y su importancia para el estudio de los posibles

mecanismos de accion de diferentes moléculas naturales.

En el Capitulo 2 se estudio el efecto de la composicién de los AE (suministrados y
caracterizados por el CENIVAM), sobre la actividad frente a E. coli O157:H7 y Salmonella
Enteritidis, utilizando la metodologia de microdilucion en caldo. Se obtuvieron los valores de
Concentracion Minima Inhibitoria 50 (CMI50) y Concentracion Minima Bactericida (CMB),
para seleccionar los AE con mayor actividad antibacteriana y determinar la concentracion para

evaluar su efecto antibiofilm.
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En el Capitulo 3 se determin0 el efecto de los AE sobre la inhibicidn de la formacion del
biofilm de E. coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis, utilizando el método de tincién con cristal
violeta descrito por O’Toole, con algunas modificaciones. También, se evidenciaron cambios en
la arquitectura del biofilm, que se observaron utilizando microscopia electronica de barrido

(SEM). Lo anterior permitié seleccionar los AE con mayor actividad inhibitoria del biofilm.

El Capitulo 4 estuvo orientado hacia el andlisis del efecto de los AE sobre el mecanismo
de comunicacion bacteriana QS, utilizando la bacteria biorreportera Chromobacterium violaceum
CV026. Para el cumplimiento de este objetivo se determind la CMI50 de los AE frente a CVV026.
Se cuantificd la inhibicion del pigmento violaceina, indicador de la expresion del QS en el
microorganismo, utilizando concentraciones subinhibitorias. Se seleccion6 el AE con la mayor
actividad inhibitoria del QS, para el estudio mediante andlisis metabolomico del posible
mecanismo de accion sobre la comunicacion bacteriana basada en la secrecion de moléculas

autoinductoras.

En el Capitulo 5 se evallo la capacidad citotoxica de los AE con mayor actividad
antimicrobiana, antibiofilm y antiQS. El ensayo de viabilidad celular se realizé sobre la linea
celular Vero (células epiteliales normales de rifion de mono verde africano), utilizando el método
colorimétrico de MTT [sal de bromuro de 3-(4,5 dimetil tiazol -2 il)- 2,5- difenil tetrazolio]
descrito por Mosmann. Se seleccionaron los AE con mayor indice de Selectividad (SI) frente a

las cepas bacterianas evaluadas, en comparacion con las células Vero.
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En el Capitulo 6 se realiz6 el estudio metabolomico del efecto del AE con mayor
actividad bioldgica frente a E. coli O157:H7, S. Enteritidis y CV026, con el objetivo de
determinar alteraciones en las concentraciones de metabolitos bacterianos y de analizar los
efectos de estas modificaciones en las diferentes rutas metabdlicas afectadas, lo que permitio

inferir el posible mecanismo de accion del AE frente a las bacterias estudiadas.
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1. Estado de arte y marco de referencia

1.1. biofilms bacterianos

La necesidad de enfoques alternativos para luchar contra cepas resistentes se deriva del
hecho que 16 millones de personas mueren anualmente a causa de enfermedades infecciosas.
Cabe destacar, que méas del 80% de las infecciones bacterianas en seres humanos involucran la
formacion de biofilms, una de las &reas en las que el comportamiento bacteriano puede ser
mediado por QS, ocasionando un impacto relevante en el deterioro de alimentos, la acuicultura,
la purificacion del agua, entre otros (Yan and Bassler, 2019; Keren-Paz and Kolodkin-Gal,

2020).

El biofilm es una comunidad microbiana compuesta de células sésiles irreversiblemente
unidas a un sustrato o a una interfaz incrustada en una matriz de polimero extracelular. La matriz
extracelular esta compuesta de sustancias sintetizadas por microorganismos que presentan una
modificacion del fenotipo, en relacion con la velocidad de crecimiento y la transcripcion de
genes (Crabbé et al., 2019; Fang, Park and Hong, 2020). De acuerdo con estudios recientes
(Defoirdt, 2018; Vadakkan et al., 2018), la formacion del biofilm puede ser el producto de
moléculas que actlian como segundos mensajeros, tales como el acido 3’-5’- diguanilato ciclico
(c-di-GMP) o ser el producto de un sistema de comunicacién o sefializacién célula-célula
denominado QS, el cual actia como un auténtico lenguaje a través de sefiales quimicas. Este
sistema funciona a modo de “acuerdo” (quorum), entre las células bacterianas, para la activacion
o represion de genes especificos (entre ellos los que regulan la produccion de biofilm), mediante
la liberacion y la deteccion de ciertas sustancias 1lamadas “autoinductores”. La regulacion de los

genes del QS durante el crecimiento del biofilm se debe a la acumulacién de moléculas sefial y se
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define como el agrupamiento bacteriano dependiente de la comunicacion intercelular (Saeki,

Kobayashi and Nakazato, 2020).

Las células de un biofilm estdn embebidas en una matriz compuesta por un polimero
extracelular, cuya densidad se encuentra entre 10* células/cm? y 108 células/cm?, siendo estos
valores los que marcan la diferencia entre un biofilm visible y uno invisible. Los biofilms
microbianos influyen en casi todos los aspectos de nuestras vidas, siendo relevantes en practicas
médicas, ecoldgicas, biotecnoldgicas e inclusive econdémicas (Wu, Cheng and Cheng, 2019;

Kassinger and van Hoek, 2020).

La formacion del biofilm se puede dividir en cinco etapas: (1) Union inicial reversible;
(2) Formaciéon de la monocapa y produccién de la matriz extracelular; (3) Formacion de
microcolonias multicapa; (4) Maduracion y (5) Dispersion. Como se muestra en la Figura 1, el
contacto inicial de las bacterias planctonicas con la superficie es el punto de partida de la
formacion de biofilm y constituye la fase reversible del proceso; luego las bacterias comenzaran
a formar una monocapa y a producir la matriz extracelular, la cual consta de polisacaridos
extracelulares, proteinas estructurales, residuos celulares y acidos nucleicos, que en conjunto se
denominan Sustancias Poliméricas Extracelulares (EPS). En esta etapa tiene lugar la formacion
de microcolonias, que presentan un crecimiento significativo y también surge la comunicacion
célula-célula, conocida como deteccion del quorum o QS. Durante la fase de maduracion, el
biofilm se extiende de manera tridimensional y las uniones son irreversibles. En la etapa final o
de dispersion, algunas células del biofilm maduro comienzan a desprenderse y diseminarse en el
medio ambiente como células planctdnicas para iniciar un nuevo ciclo de formacién de biofilm

(Verderosa, Totsika and Fairfull-Smith, 2019; Gloag et al., 2020).



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 31

Figura 1

Etapas de formacion de biofilm bacteriano

(5) Desprendimientoy reversion al
crecimiento plancténico, inicio de
un nuevo ciclo

- -
‘ -_— > - ‘
- - - -
Z @.
[ T ee—
(1) Adhe_sién 8 oy () FOMACION  py  (3) FOrmacion (4) Maduracion del biofilm
la superficie de la de la
monocapay microcolonias,
produccion de multicapa
la matriz

extracelular

El biofilm de E. coli O157:H7 puede desarrollarse en cualquier entorno que tenga las
condiciones adecuadas. Las superficies para la adhesion celular pueden ser abidticas como
implantes médicos, acero inoxidable, vidrio, plastico, metal; o bidticas como células epiteliales y
tejidos animales (Adator et al., 2018). En E. coli O157:H7, los flagelos peritricos actdan como
un mecanismo para la motilidad activa, aumentando la interaccion entre el microorganismo y la
superficie, y proporcionando el primer contacto entre la célula y la superficie de adhesion

(Fouladkhah, Geornaras and Sofos, 2013).

Diferentes moléculas de bajo peso molecular como el c-di-GMP son responsables del
cambio del estado planctonico a sésil; es asi como la concentracion de c-di-GMP disminuye en
estado de motilidad y se incrementa durante la formacién de biofilm (Ha and O’Toole, 2015;
Ahmad et al., 2020). Los organelos adhesivos como las fimbrias Tipo | y las fimbrias curli

desempefian un papel importante en la fijacion irreversible de E. coli O157:H7 a la superficie.
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Las fimbrias Tipo | son relevantes para la union inicial del microorganismo a las superficies
abioticas y estan codificadas por el gen fim; por su parte, las fimbrias curli estan codificadas por
el gen csg, y constituyen las estructuras extracelulares que se unen a las proteinas de la matriz
polimérica (Sharma et al., 2016). Los genes asociados a la formacion de biofilm en E. coli

0O157:H7 se encuentran reportados en la Tabla 1.

Después de que las celulas de E. coli O157:H7 se adhieren firmemente a la superficie,
comienzan a agregarse a través de la interaccion célula-célula; siendo los autotransportadores
(para la interaccion célula-célula) y los EPS (para la formacion de la matriz) indispensables en la
formacién del biofilm (Achinas, Charalampogiannis and Euverink, 2019). EI mecanismo de QS y
los genes de resistencia al estrés juegan un rol fundamental en la constitucion del biofilm
maduro. El desprendimiento de las bacterias y su dispersion permiten la transmision de la
bacteria a un estado plancténico y su posterior colonizacion en un sitio diferente para dar origen
a otro biofilm. El desprendimiento bacteriano puede ocurrir como resultado de la degradacion
enzimatica de la matriz del biofilm y el bloqueo del QS como respuesta a cambios en el ambiente
relacionados con los niveles de nutricion y el agotamiento de oxigeno por causas externas

(Flemming et al., 2016).

Tabla 1

Genes involucrados en la formacién y desarrollo del biofilm en E. coli O157:H7 (Sharma et al.,
2016)

Gen Proteina Funcién Localizacién
codificada
csgD Proteina reguladora Regula la Membrana interna
de la transcripcion produccion de de la célula
del operén fimbrias curli y
CsgBAC. regula

positivamente la
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formacion de

biofilm y la
regulacion del
estrés.
hha Proteina Reprime la Citoplasma
moduladora de la transcripcion de
expresion de genes de fimbrias,
hemolisina HHA disminuyendo la
formacion de
biofilm.
bcsA Subunidad catalitica Cataliza la Membrana interna
de la celulosa formacion de de la célula,
sintasa celulosa, proteina de
componente membrana
extracelular para la multipasa

proteccion mecénica
y quimica de la

celula.
pgaC Poli-B- 1,6-N-acetil- Sintesis del Membana interna de
D- glucosamina polimero PGA, la célula, proteina
sintasa ayudante en la de membrana
adhesion del multipasa.
biofilm.
fimB Proteina reguladora  La proteina FimB, Citoplasma
FimB que regula la
produccion de
fimbrias Tipo |

Otro microorganismo con la capacidad de formar biofilm sobre superficies bioticas y
abidticas es Salmonella Enteritidis, lo cual indica una distribucion ubicua en el medio ambiente,
incluida su presencia en agua, suelo e incluso en tejidos vegetales (Gonzélez et al., 2018; Merino
et al., 2019). Diferentes investigaciones han confirmado la colonizacion y formacion de biofilm
en cepas de Salmonella sobre superficies tan heterogéneas como pléstico (Cabarkapa et al.,
2015; Borges et al., 2018), caucho (Ariafar, Buzrul and Akgelik, 2016), vidrio (Leite et al.,

2017), acero inoxidable (Cabarkapa et al., 2015) e incluso cemento (Korsch et al., 2014).
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La matriz extracelular del biofilm formado por Salmonella Enteritidis se compone
principalmente de fibras curli, celulosa, proteina asociada al biofilm (Bap), capsula de antigeno
O y ADN extracelular. Las fibras curli median la adhesion y la invasion a la célula huésped, y
son potentes inductores de la respuesta inflamatoria. La celulosa es un importante
exopolisacarido, normalmente sintetizado en los biofilm de Salmonella, la producciéon de
celulosa y fibras curli conduce a una matriz de células compactas envueltas en una red hidréfoba.
En Salmonella Enteritidis, Bap es una proteina de superficie celular necesaria para la formacién
de biofilm, esta codificada por el gen bapA, la expresion de este gen estd coordinado con la de los
genes que codifican las fibras curli y la celulosa a través de la accion del gen de la subunidad
curli D (csgD). Salmonella Enteritidis produce una capsula de antigeno O corregulada con la
matriz extracelular asociada a fimbrias y celulosa. Aungue la capsula del antigeno O no parece
ser importante para el comportamiento multicelular, presenta un papel relevante en la adhesion y

la persistencia ambiental (MacKenzie et al., 2017).

La formacion de biofilm en Salmonella Enteritidis se encuentra regulada principalmente
por el gen regulador csgD, que activa la sintesis de la matriz polimérica extracelular ayudando a
las células bacterianas en la transicion del estado plancténico al estado multicelular (Liu et al.,
2014). Otra molécula relevante en la regulacion del biofilm es el c-di-GMP ciclico, segundo
mensajero bacteriano ubicuo y regulador clave en el paso de vida mdvil a un estado sésil de
biofilm. Los altos niveles intracelulares de c-di-GMP ciclico promueven la produccion de la
matriz extracelular para posteriormente formar el biofilm y, al mismo tiempo reprimir la
motilidad; mientras que la disminucion en los niveles de c-di-GMP ciclico se han asociado con la

supresion de la matriz y la activacion de la motilidad unicelular (Valentini and Filloux, 2016).
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1.2. Quorum Sensing

El QS es un proceso de comunicacion bacteriana célula-célula que se basa en la
produccidn, secrecién y deteccion de sefiales quimicas Ilamadas autoinductores (Als) para
regular la expresion genica en respuesta a cambios en la densidad celular (Bettenworth et al.,
2019; Kalia et al., 2019). EI QS les permite a las bacterias comportarse como un grupo cohesivo
y coordinar comportamientos colectivos, entre los cuales se destacan la formacién de biofilms,
luminiscencia, produccion de antibidticos, expresion de factores de virulencia, produccién de
pigmentos y motilidad (Haque et al., 2018; Antonioli et al., 2019; Shaaban, Elgaml y Habib,

2019).

Cuando se alcanza una concentracion umbral de los autoinductores, se activan receptores
en las células bacterianas; estas sefiales quimicas son importantes para el establecimiento de la
infeccion y se han relacionado con la transicion a un estado patoldgico (Hawver, Jung y Ng,

2016; Zhang et al., 2019).

Los autoinductores pueden ser de diferentes tipos, siendo las N-acil homoserina lactonas
(AHL), las méas importantes y ampliamente estudiadas. Las AHL son producidas por méas de 70
especies de bacterias Gram negativas. Entre ellas, se destacan las relacionadas con enfermedades
en el ser humano: Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp, Yersinia pseudotuberculosis,
Clostridium difficile, Burkholderia cepacia y Escherichia coli. Las AHL difunden a través de la

membrana celular y se enlazan con proteinas reguladoras dentro de la célula, presentan una
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estructura ciclica altamente conservada debido a que tienen el mismo residuo homoserin lactona.
No obstante, difieren en las cadenas laterales acilo y en la sustitucion del C3, del grupo carbonilo

o hidroxilo (Papenfort, Bassler y Chase, 2017).

Se han descubierto otras moléculas autoinductoras de bajo peso molecular como el &cido
cis-11-metil-2-dodecanoico de Xanthomonas campestris (Ye et al., 2020); la 2-heptil-3-hidroxi-
4-quinolona de Pseudomonas aeruginosa (Lin et al., 2018) y moléculas como la 2,5-
dicetopiperazinas, asociadas con la comunicacion interespecies de bacterias como P. aeruginosa,
P. fluorescens, P. alcaligenes, Proteus mirabilis, Vibrio vulnificus y Citrobacter freundii

(Bridges and Bassler, 2019).

Las bacterias Gram positivas utilizan como moléculas de sefializacion pequefios péptidos
modificados via postraduccional, llamados péptidos autoinductores (AIP). Los AIP son a
menudo elementos integrales de un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes de
histidina quinasa (Haque et al., 2018; Krzyzek, 2019). La secrecion de los AIP se ve facilitada
por un transportador de cassette de unién a ATP (ABC) asociado a la membrana. A medida que
aumenta la densidad de poblacion, los AIP se acumulan en el medio ambiente. Cuando se
alcanza un nivel umbral, la unién de un AIP a un receptor inicia la activacion de la quinasa del
receptor por fosforilacion en un residuo de histidina conservado (Lixa et al., 2015; Banerjee y
Ray, 2017). La quinasa receptora activada transfiere el grupo fosforilo a un residuo de aspartato
conservado del regulador de respuesta intracelular que, a su vez, se activara y permitirad que se
lleve a cabo el QS (Ziemichdd y Skotarczak, 2017). Segun la especie, la nomenclatura del
mecanismo de QS puede ser diferente, debido a los genes y receptores involucrados. Por

ejemplo, las especies de estafilococos emplean el sistema de deteccién de quérum agr, mientras
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las especies de estreptococos usan el sistema de deteccion de quérum ComX y las especies de

bacilos utilizan el sistema Rap (Verbeke et al., 2017).

1.3. Inhibicion del Quorum Sensing

Como consecuencia de la creciente resistencia bacteriana a los farmacos, ha surgido la
necesidad de desarrollar agentes antimicrobianos que actlen sobre nuevos objetivos
microbianos. La interrupcién del QS se convierte en una alternativa para combatir la resistencia
bacteriana. El proceso de QS puede ser interrumpido por alguno de los siguientes mecanismos:
1). Reduccién en la actividad del receptor de la proteina AHL o de la enzima AHL sintasa; 2).
Inhibicion de la produccion de moléculas sefial del QS; 3). Degradacion de la AHL; 4). Imitacion
de moléculas sefial usando compuestos sintéticos como analogos de moléculas sefial (Haque et
al., 2018; Gutiérrez-Pacheco et al., 2019; Shaaban, Elgaml y Habib, 2019; Machado et al., 2020;

Paluch et al., 2020).

Los inhibidores del QS pueden ser naturales o sintéticos; entre las principales ventajas de
utilizar inhibidores del QS se encuentra el impacto minimo sobre la microbiota comensal,
inactivacion rapida del objetivo, posibilidad de suplementacion con antibidticos para incrementar
la eficiencia, bloqueo de secrecion de factores de virulencia y menor presion selectiva que los
antibidticos. Lo anterior es debido a que el bloqueo de un factor de virulencia no afecta el
crecimiento del microorganismo, y por tanto, no se favorece la evolucion de resistencia

bacteriana (Dlckey, Cheung y Otto, 2017; Santhakumari y Ravi, 2019).
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Para la seleccion de inhibidores del QS eficaces se ha propuesto que ellos deben cumplir
minimo los siguientes criterios: 1). Moléculas pequefias con capacidad para reducir
eficientemente la expresion de genes que regulan el QS; 2). Moléculas altamente especificas
sobre un regulador del QS que no produzcan ningln efecto adverso en la bacteria o el hospedero;
3). Moléculas quimicamente estables y resistentes a la degradacion por los diferentes sistemas
metabolicos del hospedero; 4). Moléculas que sean preferiblemente de mayor longitud que la del

AHL (Asfour, 2018).

La bdsqueda continua de nuevos agentes antimicrobianos se ha centrado en el uso de
derivados de plantas como inhibidores del QS, debido a la similitud de su estructura con la de las
sefiales de QS (AHL) y también a su capacidad para degradar los receptores de sefial (Alibi,
2020). El acido y-aminobutirico (GABA) producido por las plantas, actia como un promotor de
la degradacion de moléculas de sefializacion AHL, y atenua el proceso infeccioso dependiente de
QS (Nazzaro et al., 2013; Dessaux y Faure, 2018). Otros compuestos de origen vegetal son los
flavonoides, que exhiben actividad antioxidante, anti-inflamatoria y anticancerigena. Teniendo
en cuenta los beneficios de los flavonoides, se ha evaluado el potencial de la naringenina,
quercetina y apigenina; que han sido capaces de inhibir a HAI-1 o Al-2 mediado por
bioluminiscencia en Vibrio harveyi BB886 y MM32 (Martin-Rodriguez et al., 2015). Cabe
mencionar que, aunque varios autores han demostrado la actividad antimicrobiana de diferentes
derivados de plantas, ain no se han dilucidado completamente los mecanismos especificos de su

accion.



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 39

1.4. Compuestos de plantas medicinales con efecto antimicrobiano

Las plantas producen una gran diversidad de metabolitos secundarios con una funcién de
proteccion contra predadores y patdgenos microbianos. Algunos de estos metabolitos estan
también involucrados en mecanismos de defensa contra estrés abiotico (e.g, exposicion a UV-B)
en la interaccion de las plantas con otros organismos (e.g, Atraccion de polinizadores) (Khan et
al., 2013; Barbieri et al., 2017; Othman, Sleiman y Abdel-Massih, 2019). Se piensa que 100 mil
metabolitos secundarios han sido descubiertos en las plantas, la mayoria de ellos participan en
sistemas de defensa quimica, que probablemente han aparecido como una respuesta de las
plantas a interacciones con predadores durante millones de afios de co-evolucion (Mazid, Khan y

Mohammad, 2011; Abdel lateif, Maghrabi y Eldeab, 2016; Mera, Falconi y Cdrdova, 2019).

Existen tres grupos principales de metabolitos secundarios: terpenos, fenilpropenoides y
heterocompuestos con nitrégeno o azufre (Foroutan et al., 2016). Entre los metabolitos
secundarios, se conoce la composicion de mas 3000 AE, de los cuales, alrededor del 10% son

comercialmente importantes y usados en la industria de fragancias (Kerekes et al., 2015).

Los AE son aceites volatiles de mezclas complejas de metabolitos secundarios
biosintetizados por plantas, son compuestos de bajo peso molecular, que incluyen terpenoides,
compuestos aromaticos y alifaticos, formado a través de diferentes rutas biosintéticas (Shojaee-
Aliabadi, Hosseini y Mirmoghtadaie, 2017; Ledn-Méndez et al., 2019; Rao, Chen vy

McClements, 2019).
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La actividad antimicrobiana de los AE se atribuye principalmente a la presencia de
fenilpropanoides, que son los componentes mayoritarios en la mayoria de AE extraidos de
plantas medicinales (Imane et al., 2020). Las interacciones entre diferentes compuestos pueden
llevar a efectos antagonistas, aditivos o sinérgicos. Algunos estudios han demostrado que los AE
tienen usualmente mayor actividad antibacteriana en comparacion con la de la combinacién de
uno o varios componentes mayoritarios, 1o que sugiere que los componentes minoritarios son

criticos para la actividad sinérgica (Ouedrhiri et al., 2017; Ayari et al., 2020; Lee et al., 2020).

La actividad antimicrobiana de los AE frente a bacterias patdgenas ha sido ampliamente
documentada (Sienkiewicz et al., 2017; Houdkova et al., 2018; Aleksic Sabo and Knezevic,
2019; Bouyahya et al., 2019; Larrazabal-Fuentes et al., 2019; Atif et al., 2020; Esmael et al.,
2020; Snene et al., 2020). En la Tabla 2, se resumen la informacion relacionada con la actividad
antimicrobiana de diferentes AE frente a distintas bacterias de importancia clinica. EI modo de
accion especifico de los AE ain no se ha dilucidado totalmente. Debido a lo anterior, se propone
el uso de herramientas émicas, i.e., la metaboldmica, para conocer el efecto de los AE sobre el

metabolismo bacteriano.

Tabla 2

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de distintos AE, frente a diferentes bacterias
patdgenas

Aceite esencial Microorganismo CMIso, Referencia
(mg/mL)
Archillea fragantissima S. aureus 6.25 (S G Zeedan, 2014)
S. epidermidis 125
E. coli 0.01
Origanum vulgarae E. coli 1.6 (Martucci et al.,

S. aureus 0.8 2015)
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Lavandula officinalis
Rosmarinus officinalis
Camellia sinensis
Cinnamomum

zeylanicum

Psiadia arguta

Piper betle

Pimenta dioica

Psiadia terebenthina

Foeniculum vulgare

Daucus littoralis

Ocimum basilicum
Pimpinella anisum
Origanum majorana

Thymus vulgaris

Eucaliptus globulus

Eucaliptus radiata

E. coli
S. aureus
E. coli
S. aureus
E. coli
S. aureus
E. coli
S. aureus
S. typhimurium
L. monocytogenes
S. aureus
E. faecalis

S. aureus
P. vulgaris
K. pneumoniae

S. aureus
K. pneumoniae
E. faecalis

S. aureus
P. vulgaris
K. pneumoniae

E. coli
S. aureus
S. typhi
E. coli
S. aureus
C. albicans
C. perfringens

C. perfringens
C. perfringens

E. coli
S. Enteritidis
S. Typhimurium
E. coli
P. aeruginosa
K. pneumoniae
E. coli

10

160
40
0.14
0.56
0.56
0.56
0.5

0.5

DS

-

2.5

0.5

oo

0.5

40
20
20

10

0.32

0.32

0.32
32
32
16
16

(Martucci et al.,
2015)
(Figueroa-Lopez et
al., 2019)
(Figueroa-Lopez et
al., 2019)
(Unlu et al., 2010)

(Aumeeruddy-Elalfi,
Gurib-Fakim y
Mahomoodally,

2015)

(Aumeeruddy-Elalfi,

Gurib-Fakim y
anMahomoodally,
2015)

(Aumeeruddy-Elalfi,
Gurib-Fakim y
Mahomoodally,

2015)

(Aumeeruddy-Elalfi,
Gurib-Fakim y
Mahomoodally,

2015)
(Al-Hadid, 2017)

(Yousefbeyk et al.,
2014)

(Radaelli et al.,
2016)
(Radaelli et al.,
2016)
(Radaelli et al.,
2016)
(Boskovic et al.,
2015)

(Luis et al., 2016)

(Luis et al., 2016)
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Cuminum cyminum

Ocimum gratissimum

Origanum heracleoticum

Thymus serpyllum

Citrus paradisii

Laurus nobilis

Origanum majorana

Zingiber officinale

Nigella sativa

Punica granatum

Berberis vulgaris

Salvia macrosiphon

Dracocephalum
polychaetum

Origanum vulgare

Anethum graveolans

K. pneumoniae
B. subtilis

E. coli
S. aureus
S. Enteritidis

S. Enteritidis

E. coli
S. aureus

E. coli
S. aureus

E. coli
S. aureus

E. coli
S. aureus

E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
S. aureus
L. monocytogenes
S. enterica
S. aureus
B. cereus
L. monocytogenes
S. enterica
S. aureus
B. cereus
L. monocytogenes
S. enterica
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
V. cholerae

0.8
0.8

0.8
0.4

1.6
0.8

12.8
6.4
12.8
3.2
0.1
6.4
6.4
0.4
6.4
2,5

0,6
10

0.15
0.3
0.3
0.6

1.25

0.62
1.5
0.7

(Hyldgaard, Mygind
and Meyer, 2012)
(Hyldgaard, Mygind
and Meyer, 2012)
(Cabarkapa et al.,
2019)
(Cabarkapa et al.,
2019)
(Thielmann,
Muranyi and
Kazman, 2019)
(Thielmann,
Muranyi and
Kazman, 2019)
(Thielmann,
Muranyi and
Kazman, 2019)
(Thielmann,
Muranyi and
Kazman, 2019)
(Bereksi et al., 2018)

(Bereksi et al., 2018)

(Bereksi et al., 2018)

(Kariminik et al.,
2019)

(Kariminik et al.,
2019)

(Kariminik et al.,
2019)

(Derakhshan,
Navidinia y Ahmadi,
2018)
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Dalbergia pinnata S. aureus 0.78 (Zhou et al., 2020)
S. pyogenes 6.25
C. albicans 12.5

Cymbopogon S. aureus 1 (Bellik et al., 2019)
shoenanthus L. monocytogenes 10
K. pneumoniae 20

Satureja montana E. coli 0.22 (Santos et al., 2019)
S. aureus 0.15
S. enterica 0.25

Origanum compactum P. amylolyticus 0.62 (Avyari et al., 2020)
B. cereus 1.25

Citrus reticulata P. amylolyticus 5 (Ayari et al., 2020)
B. cereus 2.5

1.5. Anélisis metabolémico

En la microbiologia moderna, la comprensién de los mecanismos de patogenicidad,
virulencia y comunicacion microbiana representan una oportunidad para desarrollar nuevos
métodos para el tratamiento y diagnéstico de enfermedades. La interaccion patdégeno-hospedero
es compleja, ya que intervienen multiples genes y proteinas que permiten la invasion e inciden en
la infeccion especifica en el huésped. Los enfoques “Omicos” proveen una vision global de la

expresion génica y metabolémica para comprender la patogénesis bacteriana (Khan et al., 2019).

La metabolémica aborda los enfoques analiticos y la evaluacion de datos para obtener
informacion sobre un sistema biolégico (Cambeiro-Pérez et al., 2018; Jacyna, Kordalewska y
Markuszewski, 2019); se puede considerar como el analisis cualitativo y cuantitativo de todos los
metabolitos de bajo peso molecular (>400 Da) tanto intracelulares como extracelulares (D’ Alvise
et al., 2014). A pesar de que los metabolitos primarios son importantes para la vida celular,
también existe una amplia variedad de metabolitos secundarios. Por ejemplo, S. cerevisiae

produce alrededor de 1000 metabolitos secundarios (Meinert et al., 2013; Walker and Stewart,
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2016; Krause et al., 2018) o hasta 200.000 en plantas (Knee et al., 2013; Yang et al., 2018; Isah,

2019).

El metabolismo se puede dividir en diferentes rutas, entre las cuales se destacan el
metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos, xenobioticos, cofactores,
vitaminas y sintesis de metabolitos secundarios. El analisis metabolémico permite estudiar los
cambios en la abundancia de los metabolitos y relacionarlos con las rutas metabdlicas
correspondientes. Los metabolitos, a su vez, estan directamente asociados con la actividad
metabdlica celular y sus productos finales pueden ser responsables de la patogenicidad y la

enfermedad (Vincent et al., 2016; Stokes et al., 2019).

El analisis metabolémico es importante en el estudio de los microorganismos, debido a
que los cambios en el metabolismo se pueden asociar con la virulencia y patogenicidad de un
organismo (Mielko et al., 2019). La estrategia analitica de la metabolémica puede ser dividida en
dirigida y no dirigida. La metabolomica dirigida se emplea para apuntar a una ruta especifica
dentro de un sistema, limitdndose a analizar un conjunto predeterminado de metabolitos,
también, es utilizada para validar rutas bioldgicas concretas o confirmar metabolitos
seleccionados en un estudio no dirigido (Nalbantoglu, 2019); la metabolémica no dirigida
analiza los efectos quimicos en la red de procesos metabolicos que permiten un conocimiento
profundo y una comprension mayor de las respuestas biologicas en una sola célula; ademas,
proporciona datos cualitativos que permiten detectar metabolitos previamente desconocidos, su
objetivo es medir cada metabolito presente; es importante mencionar que se encuentra limitada
por los métodos de preparacion de muestras, derivacién y los equipos analiticos utilizados

(Zampieri et al., 2017; Cambeiro-Pérez et al., 2018; Figueroa-Lopez et al., 2019).
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1.6. Metabolémica microbiana

Diferentes trabajos de investigacion (Torres et al., 2019; Zhou et al., 2019; Wong et al.,
2018; Lu et al., 2019) han mostrado la aplicacion de técnicas metabolomicas en el estudio del
metabolismo celular bacteriano. Se destaca el estudio realizado por Torres y colaboradores en
2019, en el que, a partir de un estudio protedmico y metabolémico, los autores demostraron que
una variante de colonia pequefia de Staphylococcus aureus (SCV), tenia la capacidad de resistir
la accion del AE de arbol de té. En la de investigacion Torres et al., 2019, se logro explicar como
el incremento en la concentracion de aminoacidos en SCV representaba una fuente de carbono y
energia que podia mantener el flujo de carbono a través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos
(TCA) vy, de esta manera, logro resistir el dafio ocasionado a nivel de la glucélisis y de la enzima

piruvato deshidrogenasa (Torres et al., 2019).

En otro estudio, Zhou y colaboradores en 2019 realizaron un analisis metabolomico
utilizando resonancia magnética de protones (PMR) para determinar los cambios globales de
metabolitos en Pseudomonas aeruginosa PAOL, después de su exposicion a la hordenina, un
inhibidor del QS. En la investigacion, se identificaron 40 metabolitos que permitieron inferir que
la hordenina alteraba los componentes y la permeabilidad de la membrana, disminuyendo el
metabolismo energético y alterando el metabolismo de aminoacidos y nucledtidos, lo que

finalmente atenuaba la patogenicidad de P. aeruginosa PAOL (Zhou et al., 2019).

En los Gltimos afios, se han llevado a cabo estudios metabolémicos para entender la
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dinamica de formacion del biofilm en los diferentes modelos bacterianos. Jian Wong et al., en
2018, utilizando un enfoque metaboldémico, analizaron las diferencias entre ocho cepas clinicas
de Helicobacter pylori con respecto a su capacidad para formar biofilm; los resultados
permitieron concluir que las cepas de H. pylori con menor capacidad para formar biofilm
expresaban una mayor cantidad de metabolitos, y que las principales modificaciones en las cepas
formadoras de biofilm se relacionaron con lipidos de membrana y metabolismo de
prostaglandinas y folatos (Wong et al., 2018). Haitao Lu et al., en 2019, compararon mediante
analisis metaboldmico dirigido y no dirigido el comportamiento en estado planctonico y sésil de
una cepa clinica de E coli uropatdgena (UTI189), agente etioldgico predominante de infecciones
en el tracto urinario. En su investigacion los autores determinaron 38 metabolitos diferenciales y
asociaron los cambios en la formacion del biofilm con el metabolismo de glicerolipidos,

aminoacidos y carbohidratos (Lu et al., 2019).
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2. Evaluacién de la actividad antibacteriana in vitro de diferentes aceites esenciales de
plantas aromaticas en cultivos plancténicos de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella

entérica Ser Enteritidis

2.1. Introduccién

El incremento de la resistencia de las bacterias frente a los antibidticos convencionales ha
suscitado una gran preocupacion en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Diversos
estudios se han dirigido a encontrar alternativas para combatir este fonomeno. Diferentes AE
obtenidos de plantas vegetales, presentan actividad antibacteriana (Basavegowda, Patra y Baek,
2020;). Los AE constituyen sustancias volatiles obtenidas a partir de diferentes partes de la
planta: flores, tallos, brotes, semillas, hojas, raices, frutos, madera y corteza (Stashenko, Ru1 and
Salgar, 2010). Los AE son producidos por la planta como metabolitos secundarios y se han
relacionado con actividad antibacteriana, antifungica y antiviral, asociados principalmente a la
presencia de terpenos fenoles y aldehidos en su composicion guimica (Raut and Karuppayil,
2014; Swamy, Akhtar and Sinniah, 2016). Ademas, se ha demostrado que los AE presentan

actividades antioxidantes, insecticidas y repelentes (Ainane et al., 2019).

La actividad antibacteriana de los AE varia segun el tipo de bacteria y la composicion del
AE. En general, las bacterias Gram positivas presentan mayor susceptibilidad a compuestos
antimicrobianos de los AE, en comparacion con la de las bacterias Gram negativas; lo que se ha

asociado a la falta de membrana externa en las bacterias Gram positivas (Shojaee 2017).
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Se ha documentado que la actividad biologica de los AE se debe a altas concentraciones
de ciertos compuestos quimicos, pero también a las interacciones complejas entre todos los
componentes del AE, lo que indica un posible efecto aditivo o sinérgico entre los constituyentes
(Ferreira et al., 2018). La potencia antimicrobiana de los AE se puede mejorar en combinacion
con otros agentes antimicrobianos. Se ha demostrado (Miladi et al., 2017) que los AE con
diferentes tipos de terpenoides pueden interactuar de tal manera que aumentan o reducen su
efectividad antimicrobiana, generando cuatro posibles efectos: indiferente, aditivo, antagonico y
sinérgico. El efecto de la interaccion entre los compuestos antimicrobianos a menudo se expresa
como Concentracion Inhibitoria Fraccionaria (CIF), la cual se calcula en funcion de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

C|FA = CM|A+B /CMlA
C|FB = CM|B+A/CM|B

CIF (inpice) = CIFa + ClFg

Donde A= Antimicrobiano A y B= Antimicrobiano B. El valor del indice de la CIF se
interpreta tedricamente con un punto de corte de 1, de tal manera que valores cercanos a 1
indican un efecto aditivo, mientras valores por debajo y por encima de 1 corresponden a efectos
sinérgicos y antagonicos, respectivamente. Sin embargo, la mayoria de las referencias utiliza un
sistema comun que interpreta los efectos de la siguiente manera: CIF< 0.5 = sinérgico; CIF 0.5 —
4 = aditivo y CIF >4 =antagonico (Hyldgaard 2012, Sanchez 2011, Xuejie xu 2018, Shang

2019).
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Los mecanismos de accion de los efectos antimicrobianos de los AE han sido
investigados desde la perspectiva de las interacciones entre el AE y las diferentes dianas de los
microorganismos evaluados. Aungue los mecanismos de accion no se comprenden
completamente, se han reportado los efectos antibacterianos de los componentes mayoritarios de
los AE. Se ha sugerido que los AE inhalados o aplicados en la piel, actian a través de sus
fracciones lipofilicas con los restos lipidicos de las membranas celulares y, por lo tanto,
modifican la actividad de los canales de iones de calcio y potasio (Saad, 2013). Aplicados a una
dosis determinada, los AE saturan las membranas, interactdan con las membranas celulares
dependiendo de la estructura y propiedades fisicoquimicas de los componentes, alteran sistemas
de transporte, enzimas y receptores celulares (Wibowo, 2020). Entre los efectos, también, se
destacan cambios en la composicion de los acidos grasos de la membrana, disolucion de canales
en la bicapa de fosfolipidos, interferencia en la captacion de glucosa e inhibicién de la actividad

enzimatica bacteriana (Tae Jin Cho, 2020).

Se ha determinado que la actividad depende de la concentraciébn de AE y sus
componentes; en este contexto, una propiedad caracteristica del grupo hidroxilo encontrado en la
estructura del fenol, es su acidez. La presencia del grupo OH- en el anillo bencénico tiene un
efecto significativamente mayor en comparacién con el del hidroxilo presente en una cadena
alifatica. En el caso del carvacrol, fenol con actividad antimicrobiana, se ha sugerido que éste
actia como un transportador de membrana de cationes monovalente, intercambiando su proton
del grupo hidroxilo con otro ion como el K+; el carvacrol no disociado (protonado) se difunde a
través de la membrana citoplasmatica hacia el citoplasma donde se disocia liberando su proton.

Lo anterior, se basa en el flujo de salida de K+ y la afluencia de H+ observada en Bacillus
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cereus, expuesto al carvacrol (Ultee 2002, Saad 2013).

Componentes como el cimeno no presentan las propiedades del carvacrol debido a que
carecen del grupo hidroxilo; para este compuesto se ha observado que una gran acumulacion de
cimeno en la membrana puede provocar una expansion de la membrana que conduce a una
difusion pasiva de iones entre los fosfolipidos expandidos. Sin embargo, la presencia del grupo
fenolico parece ser mas relevante para la actividad antimicrobiana que la expansion de la
membrana y por lo tanto, su desestabilizacién; lo anterior ha sido confirmado con los resultados

obtenidos con el mentol, el timol y el carvacrol.

En el presente trabajo de investigacion, se ha evaluado la actividad antimicrobiana de 17
AE contra las bacterias patogenas E. coli 0157:H7 y S. enterica Ser Enteritidis ATCC 13076; los
resultados obtenidos evidenciaron que los AE con mayor contenido de compuestos fendlicos

como carvacrol y timol presentaron la mayor actividad antibacteriana.

2.2. Materiales y métodos

Para realizar la evaluacion de la actividad antibacteriana In vitro de diferentes AE de
plantas aromaticas, en cultivos planctonicos de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica
Ser Enteritidis, se llevéd a cabo la metodologia que se describe en el siguiente esquema (vease

Figura 2).
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Figura 2

Metodologia para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los AE frente a las
bacterias E. coli O157:H7 y S. Enteritidis ATCC 13076

Cultivo 100 L AE Medicién 595 nm
bacteriano Pre in6culo 100puL Bacteria

MBC

900 uL BHI S
100uL AE + Bacteria MIC

2.2.1. Materiales

En este estudio, se probaron 17 AE (Tabla 3) que fueron extraidos y caracterizados en el
Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales
Arométicas Medicinales Tropicales (CENIVAM), de la Universidad Industrial de Santander
(Bucaramanga, Colombia). La caracterizacion taxonémica de las plantas se realizo en el Instituto

de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional de Colombia (Bogota, Colombia).

Los AE extraidos de las especies vegetales Lippia alba, Quimiotipo carvona; L. alba,

Quimiotipo citral, L. origanoides, Quimiotipo timol-carvacrol I, L. origanoides, Quimiotipo
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timol-carvacrol Il y L. origanoides, Quimiotipo felandreno, se encuentran contemplados en el
Contrato N°101 de acceso a recursos genéticos y productos derivados para investigacion
cientifica con fines de prospeccion bioldgica del Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo
Sostenible y CENIVAM, debido a que son especies vegetales nativas. EI material vegetal y sus
productos derivados pertenecen al Estado Colombiano, y su uso se regula a través a través del

Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible.

Las demas especies vegetales utilizadas en este trabajo no requieren permiso de
recoleccion, ni contrato de acceso a productos derivados debido a que son especies vegetales

introducidas cultivadas en el Departamento de Santander, Colombia.

En relacion con las bacterias estudiadas, la cepa de E. coli O157:H7 fue donada por el
cepario de la Universidad Pontificia Javeriana de Colombia; Salmonella Enteritidis ATCC 13076
fue adquirida comercialmente con el proveedor Labcare; y Chromobacterium violaceum CV026,
fue donada por el Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad de

Santander.

Los medios de cultivo Luria Bertani (LB), Infusion Cerebro Corazon (BHI), peptona y
agar bacterioldgico fueron obtenidos de Oxoid (Hampshire, UK). EI Dimetilsulféxido (DMSO)
utilizado como disolvente fue grado HPLC y adquirido en Merck (Darmstadt, Alemania). Las

microplacas de 96 pozos de polipropileno de fondo plano con tapa fueron marca Biologix.

Todas las reacciones y ensayos de actividad antimicrobiana fueron realizados empleando
agua MilliQ de resistividad 18.2 €, extraida del equipo de laboratorio Smart2 Pure de Thermo

Scientific (Helsinki, Finlandia).
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2.2.2. Obtencion de aceites esenciales

La extraccion de los 17 AE se realizd en el CENIVAM, mediante hidrodestilacion
asistida por radiacion de microondas en un equipo de destilacion tipo Clavenger (Stashenko, Ru1

y Salgar, 2010). Todas las extracciones se hicieron por triplicado.

2.2.3. Analisis de aceites esenciales por cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas

El andlisis de las muestras de aceites esenciales fue realizado en el CENIVAM. Las
muestras se analizaron en un equipo Agilent Technologies AT6890N Series Network System
(Palo Alto, California, EE.UU), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies

MSD 5975 Inert XL.

Los componentes de los AE se identificaron por comparacion de sus espectros de masas,
obtenidos por GC/MS, e indices de retencion lineales (LRI) en las dos columnas, polar y apolar,
calculados con base en la serie homdloga de n-alcanos Cg-Cos (Sigma-Aldrich, Milwaukee,
Wisconsin, EE. UU.) y comparados con los de diferentes bases de espectros de masas (Davies,

Hons and Davies, 1993; Babushok, Linstrom y Zenkevich, 2011).



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 54

2.2.4. Determinacién de la actividad antimicrobiana in vitro de aceites esenciales frente a

Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis

La determinacion de la actividad antimicrobiana se llevé a cabo mediante pruebas de
inhibicion de crecimiento bacteriano, determinando la CMI y la CMB, utilizando como modelos

de estudio las bacterias E. coli 0157:H7 y Salmonella Enteritidis ATCC 13076.

Para determinar el efecto antimicrobiano de los AE se emple6 el método de
microdilucion en caldo, estandarizado en el laboratorio (Cruz et al., 2014). La estimacion de los
valores de CMI se realizo6 utilizando placas de 96 pozos de polipropileno y fondo plano; para
evaluar la actividad frente a E. coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis se prepard un preinéculo
de cada una de las bacterias en caldo LB durante 12 h a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una
concentracion bacteriana entre 10° y 10° UFC/mL. Posteriormente, se hizo el seguimiento de la
cinética de crecimiento, empleando 100 pL de este indculo bacteriano y se dejé crecer durante
12 h, en las microplacas que previamente contenian diluciones seriadas de los AE disueltos en
dimetilsulfoxido (DMSO). Las concentraciones de AE probadas se encontraban entre 0.18 y 3
mg/mL; las placas se mantuvieron a 37 °C y una agitaciéon de 200 rpm. Las medidas de
absorbancia se realizaron en un espectrofotometro con lector de microplaca ELISA (Biorad,
Imarck, California, EE.UU), utilizando una longitud de onda de 595 nm. La CMI se definio
como la menor concentracion de AE a la cual se produce una inhibicion en el crecimiento de la

bacteria. El valor CMIsp, corresponde a las dosis que inhibe el 50% del crecimiento bacteriano.

Posterior a la cinética de crecimiento, se tomé una alicuota de 100 pL de cada pozo de la

microplaca y se adicion6 a tubos Eppendorf que contenian 900 puL de medio BHI y se incubd a
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37 °C durante 24 h. Luego, 10 puL de cada tubo se sembraron en placas de agar BHI con el fin de
corroborar el efecto bactericida, el cual se evidencio en aquellas placas de agar BHI donde no
hubo crecimiento de colonias bacterianas. El valor de la CMB se definié como la concentracion
para la cual el 100 % del crecimiento bacteriano fue inhibido en comparacion con el control
positivo de crecimiento de los microorganismos (sin tratamiento con los AE). Como control de

inhibicion bacteriana se utilizo el antibidtico ofloxacina (Merck, Darmstadt, Alemania).

2.3. Resultados y discusion

Se probaron 17 AE, previamente caracterizados en el CENIVAM. Se destacaron cinco
AE que provienen de las siguientes especies vegetales nativas: Lippia alba, quimiotipo carvona,
L. alba, quimiotipo citral, L. origanoides, quimiotipo felandreno, L. origanoides, quimiotipo

timol-carvacrol | y L. origanoides, quimiotipo timol-carvacrol II.

En los AE se identificaron los terpenoides timol, limoneno, geranial, carvona, 1,8-cineol
y geraniol. Asi mismo, otros compuestos como el trans-g-cariofileno (sesquiterpeno); estragol
(fenilpropeno); y ésteres del acido benzoico como el benzoato de bencilo también fueron

detectados. En la Tabla 3 se muestran los componentes mayoritarios de los AE evaluados.
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Tabla 3

Cantidad relativa (%) de los principales compuestos presentes en los 17 AE evaluados.

Compuesto LACA LACI CN CM CF LTC LTC LOF RO SO SG TL TV Sv CO EC CS

Carvacrol 10.7 8.8

-cimeno 3.70 110 5.70

Acetato de 3.90
timilo

Linalol 3.20 4.70 11.7 6.10 7.90

Acetato de 1.30 0.50
eranilo

Estragol 79.9

1,8-Cineol 116 175 5.30 8.90
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Acetato de 455
terpenilo

Limoneno 29.0 3.90 575

Germacreno  12.2 15.4

|

Piperitenona  1.50

[N
(e}
©

Geranial 33.0

2,6-Dimetil- 6.10
2,6
octadieno

a- 5.70
Felandreno

a-Pineno 12.7 2.60

Alcanfor 14.8 8.50
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cis-Tujona 5.80

trans- 24.0
Nerolidol

Pulegona 111

Benzoato de 3.70
metilo

cis-acetato 5.40
de cinnamilo

Octanol 2.10

Valenceno 1.60
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LACA: Lippia alba, Quimiotipo carvona, LACI: L. alba, Quimiotipo citral, CN:
Cymbopogon nardus, CM: C. martini, CF: C. flexuosus, LTC I. L. origanoides, Quimiotipo
timol-carvacrol I, LTC II: L. origanoides, Quimiotipo timol-carvacrol 11, LOF: L. origanoides,
Quimiotipo felandreno, RO: Rosmarinus officinalis, SO: Salvia officinalis, SG: Swinglea
glutinosa, TL: Tagetes lucida, TV: Thymus vulgaris, SV: Satureja viminea, CO: Cananga

odorata, EC: Elettaria cardamomum, CS: Citrus sinensis.

Lippia alba, es una planta perteneciente a la familia de las Verbenaceas y presenta
diferentes quimiotipos reportados en la literatura (Brigadeiro et al., 2005; Lorenzo et al., 2001;
A.C. et al., 2009); cada quimiotipo le confiere variadas actividades bioldgicas dependiendo de su

composicién quimica.

Brigadeiro et al., en el afio 2005, determin0 tres quimiotipos de L. alba en diferentes
zonas de Brasil, las cuales fueron clasificadas como |1 (citral), Il (carvona) y Il (linalol). Al
comparar la composicién quimica de la L. alba, quimiotipo citral reportada por Brigadeiro et al.,
con la L. alba, quimiotipo citral, obtenida en el CENIVAM, se determind que los dos
componentes mayoritarios son iguales. Sin embargo, presentan diferentes concentraciones:
geranial (33.9%) y neral (25.8%) en el estudio realizado por Brigadeiro et al.; mientras que para
el quimotipo estudiado en el CENIVAM, la cantidad relativa de geranial y neral fue de 18.9 y
15.4%, respectivamente. Lo anterior evidencia como una misma planta y un mismo quimiotipo
puede presentar variaciones en su composicion, dependiendo de las condiciones de cultivo, la
zona geogréafica, la edad y la genética de la planta, entre otros. Con respecto a L. alba,

quimiotipo carvona, también se presentaron diferencias en los porcentajes de cantidad relativa
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cuantificados en el estudio de Brigadeiro et al., (carvona, 52.8% y limoneno, 16.98%)
comparados con los determinados en este estudio (carvona, 31.3% y limoneno, 29%). Los
diferentes quimiotipos de L. alba han sido estudiados también en Uruguay (Lorenzo et al., 2001;

A.C. et al., 2009).

El AE de Cymbopogon nardus, contiene como componente mayoritario al geraniol
(17.8%), el cual difiere del componente mayoritario para este aceite mostrado en otros estudios
de la literatura. Saputra et al., en 2020 reportd el carbamato de amonio (18.2%) como el
componente mayoritario de C. nardus, mientras Wei et al., encontro el citronelal (29.6%), al
igual que Toledo et al.,(27.87%); es importante mencionar que en los tres estudios mencionados
anteriormente también se demostraron diferentes valores de actividad antibacteriana, antifingica,
insecticida y repelente, lo cual evidencia como la diversidad de componentes y su contenido
influyen en la actividad biologica del AE (Wei y Wee, 2013; De Toledo et al., 2016; Saputra et

al., 2020).

En el caso del geraniol, un monoterpeno caracterizado por ser el componente mayoritario
del AE de C. martini, conocido cominmente como palmarrosa. Ha sido bastante estudiado por
su amplio espectro de actividad antifingica y antibacteriana (De Oliveira Pereira et al., 2015;
Ternus ZR, 2015); en este estudio, en el AE de C. martini se encontrd 38.7% de geraniol, lo cual

es similar a lo reportado por otros autores (Pinzon-Torres et al., 2014; Gemeda et al., 2018).

El AE extraido de la planta aromatica C. flexuosus, comunmente llamada limoncillo,
exhibio un 57.5% de citral (geranial y neral), siendo equivalente a lo reportado en los estudios de

Han et al en 2017 y Adukwu et al en 2016; estos autores demostraron actividad antiinflamatoria,
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antifangica y antibacteriana en este AE. Actividad biologica que se debe principalmente al alto

contenido de citral (Adukwu et al., 2016; Han y Parker, 2017).

Otro AE ampliamente documentado en la literatura es el extraido de la planta aromatica
perteneciente a la familia de las Verbenaceas, Lippia origanoides, conocido también como
“orégano de monte”, el cual es caracterizado por tener un contenido relativamente alto de AE en
la planta (Sartoratto et al., 2004). En Colombia, la presencia de L. origanoides ha sido
documentada en areas semiaridas de los departamentos de Santander y Boyaca, especialmente,
en el cafion interandino del rio Chicamocha, y también en Magdalena, Cauca y Narifio (Suarez
G, Castillo y Chacon S, 2008; Stashenko, Ru1 y Salgar, 2010). Entre los principales componentes
del AE de L. origanoides se destaca la presencia de timol, carvacrol y p-Cimeno a los cuales se
les ha atribuido actividad antibacteriana, antifingica, antiprotozoica, antigenotoxica y
antioxidante (Escobar et al., 2010; Vicufia, Stashenko y Fuentes, 2010; Bueno y Coy, 2011;

Acosta et al., 2019).

En la literatura se han publicado cinco quimiotipos diferentes de L. origanoides, que
presentan distintas composiciones, siendo el timol y carvacrol, los componentes mayoritarios.
Dicha composicion varia de cosecha a cosecha, dependiendo de las condiciones climaticas, la
fertilizacion y otras variables agricolas (Stashenko, Ru1 y Salgar, 2010; Ribeiro et al., 2014; Da
Silva et al., 2017). En el presente estudio, se evaluaron dos AE de L. origanoides con similitudes
en sus tres componentes mayoritarios: timol, carvacrol y trans-g-cariofileno. Sin embargo,
debido a diferencias en la cantidad relativa de sus componentes mayoritarias, se han clasificado

como L. origanoides, quimiotipo timol-carvacrol | (LTC 1) y L. origanoides, quimiotipo timol-
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carvacrol Il (LTC II). Esta clasificacion ya ha sido documentada en la literatura en una

publicacién (Marlon et al., 2020). realizada con base en esta investigacion.

Ademas de los quimiotipos LTC | y LTC I, también, se caracterizd el AE de L.
origanoides, quimiotipo felandreno, el cual presentd similitud en la composicion quimica
publicada en la literatura (Rios, Stashenko y Duque, 2017). Los constituyentes de este
quimiotipo fueron los siguientes: 1,8-cineol, trans-g-cariofileno, a-humuleno, a-felandreno y p-

cimeno principalmente.

Entre los AE extraidos y caracterizados en el CENIVAM, también, se encuentra el
extraido a partir de Rosmarinus officinalis, conocida popularmente como romero. Esta planta
pertenece a la familia Labiadas y es nativa del Mediterraneo. Diferentes estudios farmacoldgicos
han demostrado su potencial analgésico, antiinflamatorio y antioxidante (Corréa Dias et al.,
2000; Martinez et al., 2012; Akbari et al., 2015; Takayama et al., 2016), asociado principalmente
a sus altas concentraciones en 1,8-cineol (eucaliptol), alcanfor y a-pineno; lo anterior tiene
similitud con lo obtenido en este estudio en el cual estos tres componentes constituyen el 45%
del AE de R. officinalis. Los compuestos mayoritarios encontrados en este AE fueron la tujona,
alcanfor, 1,8-cineol y a-humuleno, que alcanzaron un 49.8% del AE. Estos compuestos estan
presentes de forma mayoritaria en otra labiada denominada Salvia officinalis, la cual se ha
caracterizado por su amplia variedad de actividades biologicas, que incluyen efectos
anticancerigenos,  antiinflamatorios,  antinociceptivos,  antioxidantes, antimicrobianos,
antioxidantes, hipoglucemiantes, hipolipidemicos, e incluso mediante ensayos clinicos se ha
comprobado su accion en el mejoramiento de la memoria (Shafiee-Nick et al., 2012; Dianat et

al., 2014; Gomar, Hosseini and Mirazi, 2014; de Oliveira et al., 2016; Hasanein, Felehgari and
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Emamjomeh, 2016; Pedro et al., 2016; Ghorbani y Esmaeilizadeh, 2017; EI Euch et al., 2019;

Khiya et al., 2019).

El AE obtenido de Swinglea glutinosa contenia alto contenido de trans-g-cariofileno,
asociado con propiedades anticancerigenas y analgésicas (Fidyt et al., 2016); junto con trans-
nerolidol y germacreno. A estos dos compuestos se les atribuye la actividad insecticida y

repelente del AE (Wang et al., 2015; Chan et al., 2016).

En el AE de Tagetes lucida, el principal componente fue el estragol, con una cantidad
relativa de 79.9%, lo cual lo hace diferir de otras especies del género Tagetes tales como T.
minuta, T. erecta y T. patula (Salehi et al., 2018). La concentracion de estragol puede incluso
alcanzar un 97.3% del AE, como lo han reportado Marotti y colaboradores (Marotti et al., 2004).
La presencia de estragol se ha correlacionado con propiedades antimicrobianas (Andrade et al.,

2015).

Otro de los AE que hacen parte de este estudio es el de Thymus vulgaris, cominmente
conocido como tomillo, el cual se caracteriza por un alto contenido de timol, sin embargo, la
cantidad relativa de timol del AE obtenido a partir de T. vulgaris en el CENIVAM es menor
(23%) en comparacion con lo reportado en otros estudios, como los de Al-asmari et al.,Nikolic
et al., Pavela et al., y Matiz et al., que obtuvieron cantidades relativas de timol de 38.7%,
49.1%, 60.2% y 63.4%, respectivamente (Nikoli¢ et al., 2014; Matiz, Fuentes and Méndez, 2015;
Al-Asmari et al., 2017; Pavela and Sedlak, 2018). El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es el
principal monoterpeno fendlico presente en los AE aislados de plantas pertenecientes a la familia
Lamiaceae (géneros Thymus, Monarda, Origanum y Ocimum) (Licata et al., 2015). Entre las

actividades bioldgicas asociadas al uso del timol se encuentran principalmente propiedades
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antioxidantes, analgésicas, antinociceptivas, antiinflamatorias, antifungicas, antibacterianas,
antibiofilm y anticancerigenas (Mendes et al., 2010; Peixoto-Neves et al., 2010; Jesus et al.,
2015). Es importante destacar, que la actividad del AE no depende unicamente del componente
mayoritario (en este caso timol); por lo tanto, la mayor cantidad relativa no garantiza la mayor

actividad bioldgica del AE.

En el AE obtenido de Satureja viminea de la familia Labiadas, se encontraron altas
concentraciones de 1-Isopropenil-4-metil-1-ciclohexano y pulegona. Estos compuestos fueron
corroborados en el AE y los valores de cantidad relativa se correlacionaron con las escasas
investigaciones realizadas en torno a la composicion quimica y la actividad bioldgica del aceite

de Satureja viminea (Tucker y Libbey, 2000; Vila, Clccié y Cafiigueral, 2000).

Entre los AE analizados en la presente investigacion, el de la planta Cananga odorata se
ha asociado en mayor proporcion con efectos ansioliticos (Tan et al., 2015; Zhang et al., 2016;
N. Zhang et al., 2018). Este efecto, se ha atribuido a la alta proporcién de componentes
bencilicos. EI AE estudiado contenia 34.8% de derivados ésteres de los acidos bencilicos y

salicilico.

El acetato de terpenilo fue el componente abundante en el AE extraido de la planta
Elettaria cardamomum. Esta composicion se correlaciona con otros estudios reportados en la
literatura (Morsy, 2015; Masoumi-Ardakani et al., 2016). Cabe destacar, que la accion del AE de
Elettaria cardamomum se ha relacionado con efectos anticancerigenos (Elguindy et al., 2016),
antioxidantes (Olivero-Verbel et al., 2014), antimicrobianos (Abdullah et al., 2017) e insecticida

(Abbasipour et al., 2011).
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El AE extraido de Citrus sinensis (familia Rutaceae), conocido comunmente como
naranja dulce, se caracteriza por tener altas concentraciones del monoterpeno llamado limoneno,
gue se encuentra en un 57.5% en el aceite extraido y caracterizado en el CENIVAM. El anterior
resultado es muy similar a lo reportado en la literatura (Azar et al., 2011; Gonzalez-Mas et al.,
2019). Con referencia a la actividad bioldgica del AE de C. sinensis, es relevante mencionar sus
propiedades antibacterianas (Kaviya et al., 2011; Arooj, Dar and Samra, 2014), antiflngicas
(Taylor et al.,2013), antiparasitarias (Bagavan et al., 2011), antiproliferativas (Genovese et al.,

2014), antioxidante (Barreca et al., 2014) e insecticida (Karamaouna et al., 2013).

2.3.1 Actividad antimicrobiana in vitro de aceites esenciales frente a Escherichia coli

0157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis

Se evallo la actividad antibacteriana de 17 AE frente a Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella Enteritidis ATCC 13076. Los ensayos de actividad antibacteriana se realizaron
utilizando el método de microdilucién en caldo, para la determinacion de la CMI y la CMB. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.

Determinacion de la CMIso y la CMB de los AE evaluados frente a Escherichia coli O157:H7'y
Salmonella Enteritidis ATCC 13076

Cddigo  Aceite esencial E. coli O157:H7 S. Enteritidis

CMlso CMB CMIso CMB
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)




COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 66

LACA Lippia alba >3 >3 >3 >3
(carvona)
LACI L. alba (citral) >3 >3 >3 >3
CN Cymbopogon >3 >3 >3 >3
nardus
cM C. martini 3+0.14 >3 0.75+0.09  150.12
CE C. flexuosus >3 >3 >3 >3
LTC1  L-organoides = g75.010 154022 0752012 152015
(timol-carvacrol 1)
LTcn  L-orlganoides 4474003  075£003  0.37:004  0.75+008
(timol-carvacrol I1)
LOF L. origanoides >3 >3 >3 >3
(felandreno)
RO Rosmarinus >3 >3 >3 >3
officinalis
e Salvia officinalis >3 >3 >3 >3
SG Swinglea glutinosa >3 >3 >3 >3
TL Tagetes lucida 34021 >3 >3 >3
TV Thymuswulgaris 754007 154012 0754005  15+0.20
. Satureja viminea >3 >3 >3 >3
CO Cananga odorata >3 >3 >3 >3
cS Citrus sinensis >3 >3 >3 >3
EC Elettaria >3 >3 >3 >3
cardamomum

Entre los AE que mostraron efecto antibacteriano se encuentra el extraido de la planta
Tagetes lucida, el cual presento actividad antimicrobiana Gnicamente frente a E. coli O157:H7,
con una CMlsg de 3 mg/mL, como se muestra en la Figura 3. Es importante resaltar, que el
efecto antibacteriano frente a E. coli O157:H7 obtenido con el AE de Tagetes lucida no ha sido
reportado en la literatura. Por lo tanto, este estudio es pionero en demostrar la capacidad
inhibitoria de este aceite frente a E. coli O157:H7. Entre los escasos reportes de actividad

antibacteriana de Tagetes lucida frente E. coli, se encontrd un estudio en el que se usaba el
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extracto vegetal (Céaceres et al., en 1990). En este caso, los autores realizaron la evaluacion de 84
extractos de plantas medicinales utilizadas tradicionalmente en Guatemala y se obtuvieron zonas
de inhibicion mayores de 8 mm, utilizando el extracto etandlico, frente a las enterobacterias
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, S. Typhi, Shigella dysenteriae y S. flexneri (Caceres et
al., 1990). Por otra parte, Capunzo et al., en 2003, demostré el efecto antibacteriano frente a E.
coli ATCC 25922 de Tagetes lucida, utilizando un extracto en cloroformo a una concentracion

de 0,45 mg/mL (Capunzo et al., 2003).

Figura 3

Actividad antibacteriana del AE de Tagetes lucida frente a E. coli O157:H7. Ensayo realizado
por el método de microdilucion en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm.

1.0
-~ E. coli O157:H7

0.8 8- 3 mg/mL

£ 06 -A- 1.5 mg/mL

LO .

oA - 0.75 mg/mL

g 0.4+ - 0.37 mg/mL
0.2 -©- 0.18 mg/mL
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Tiempo (h)
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En la presente investigacion, los resultados obtenidos de actividad antibacteriana del AE
de Tagetes lucida, permiten inferir que la actividad bioldgica puede deberse en gran medida al
efecto combinado de sus dos componentes principales: estragol y [B-mirceno, los cuales
representan el 80.8% del AE; la actividad antibacteriana del estragol se ha evaluado en diferentes
estudios en los cuales ha sido extraido de diferentes plantas como Ocimum basilicum, Pimenta
racemosa y Croton zehntneri (Bagamboula, Uyttendaele y Debevere, 2004; Andrade et al., 2015;
Song et al., 2016). Sin embargo, el Unico estudio en el que el estragol tuvo efecto inhibitorio
sobre modelos bacterianos Gram negativos fue el realizado por Song et al., en 2016, obteniendo
minimas reducciones en el crecimiento bacteriano a partir de una concentracion de 2.5 mg/mL.
Se ha reportado que la baja actividad inhibitoria del estragol frente a bacterias Gram negativas,
puede estar relacionada con la capa externa de lipopolisacarido de estas bacterias, que les
confiere un carécter hidrofilico en la superfici y dificulta la penetracion de sustancias

hidrofobicas como el estragol (Dorman y Deans, 2000).

Por otra parte, el B-mirceno no presentd efecto antibacteriano sobre Escherichia coli. Este
resultado coincide con lo publicado por Koutsoudaki et al., 2005. En este estudio, los autores
obtuvieron B-mirceno a partir del AE de Pistacia lentiscus. En este caso, comprobaron halos de
inhibicion Unicamente frente a la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus (Koutsoudaki,
Krsek and Rodger, 2005). En un estudio reciente, Amado et al., (2019) demostraron el efecto del
B-mirceno sobre la fluidez, la estabilidad y la morfologia de diversos modelos de monacapa y
bicapa lipidica. Esto plantea que el posible mecanismo de accion del compuesto esté relacionado
con la disrupcion de las membranas lipidicas (Amado et al., 2019). Sin embargo, el f-mirceno y
el estragol no presentan un efecto significativo, cuando se encuentran de forma individual, frente

a bacterias Gram negativas, sugiriendo que la accién antibacteriana del AE de Tagetes lucida
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depende de la combinacion del B-mirceno y el estragol, pudiendo existir un efecto aditivo o
sinérgico con el restante 19.2% del compuesto. Otro de los AE que presentd actividad
antimicrobiana fue el extraido de Thymus vulgaris, cominmente conocido como tomillo, cuyo
componente principal es el timol. Este AE exhibié actividad inhibitoria frente a E. coli O157:H7
y S. Enteritidis ATCC 13076 con una CMlsp de 0,75 mg/mL y una CMB de 1.5 mg/mL, tal como

se muestra en las Figuras 4 y 5.

El AE de Thymus vulgaris estudiado, contenia 23 % de timol y presenté una CMlso 0.75
mg/mL frente a E. coli O157:H7, como ya se menciond. Este valor fue ligeramente superior al
obtenido por Rota et al., (2008) quienes evaluaron la actividad antimicrobiana de tres AE de
plantas aromaticas del género Thymus, con 57.7% de timol, frente a diez bacterias patogenas,
incluida E. coli O157:H7. En este caso, determinaron una CMI de 0.5 mg/mL (Rota et al., 2008).
En otro estudio similar, los autores determinaron una CMI del AE de T. vulgaris frente a E. coli,
de 9.3 mg/mL (Zantar et al., 2015), siendo un valor 12.4 veces mayor, que el obtenido en la
presente investigacion. Cabe mencionar, que el AE de Zantar et al., contenia carvacrol y no
contenia timol. En otra investigacion, Puskarova et al., (2017) demostraron una CMI del AE de
T. vulgaris frente a E. coli y Salmonella de 1.25 mg/mL, siendo dos veces mayor gue el resultado

obtenido en esta investigacion (Puskarova et al., 2017).
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Figura 4

Actividad antibacteriana del AE de Thymus vulgaris frente a E. coli O157:H7. Ensayo realizado
por el método de microdilucion en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm
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Figura 5

Actividad antibacteriana del AE de Thymus vulgaris frente a S. Enteritidis. Ensayo realizado por
el método de microdilucién en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm
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Entre los estudios de actividad inhibitoria del AE de Thymus vulgaris frente a S.
Enteritidis se destaca el llevado a cabo por Solarte et al., (2017) en el que los autores evaluaron
la actividad antimicrobiana de este AE frente a 83 cepas de Salmonella, teniendo como resultado
una CMI promedio de 0.62 mg/mL, frente a las cepas evaluadas (Solarte et al., 2017); el AE
utilizado en la investigacion de Solarte et al., contenia 46.9% de timol, lo cual equivale a més de
dos veces la cantidad de timol determinada en el AE de tomillo evaluado en la presente
investigacion. Sin embargo, es importante subrayar que el efecto antibacteriano no sélo depende

del componente mayoritario del AE.

El modo de accion de los AE extraidos de plantas se ha asociado principalmente con
toxicidad a nivel de la membrana celular, debido a que los componentes caracteristicamente
hidrofobicos del AE se acumulan en la superficie de la membrana celular afectando su estructura
y funcion (Lambert et al., 2001). Las bacterias Gram negativas parecen ser menos susceptibles a
la accidn de los AE debido a la membrana externa que rodea la pared celular, la cual restringe la
difusién de compuestos hidrofobos a través de su capa de lipopolisacarido; por lo general, la
actividad antibacteriana de los AE se atribuye principalmente a los componentes fendlicos; sin
embargo, se han reportado estudios en los cuales la accion de todos los componentes del aceite
presentan mayor actividad antibacteriana que la combinacion de sus componentes mayoritarios
aislados, lo cual indica que los componentes minoritarios son importantes para la actividad

biologica del AE (Burt, 2004).

En relacion con las diferencias en los porcentajes de timol para los AE de T. vulgaris de
diferente origen, las variaciones de concentracion se pueden atribuir a factores como la edad de

la planta, parte de la planta de la cual se extrae el aceite, etapa del desarrollo, lugar del cultivo,
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periodo de la cosecha y quimiotipo presente; todo esto influye en la via biosintética de la planta
y, por lo tanto, en la composicion relativa de los componentes de su AE (Viuda-Martos et al.,

2011).

El timol representa uno de los terpenoides mas estudiados en los Gltimos afios debido a
sus diferentes propiedades bioldgicas y a su uso en la Industria alimentaria y cosmética (Nazzaro
et al., 2013; Winska et al., 2019). Sin embargo, la mayor proyeccion en el uso del timol se centra
en el campo farmacéutico, especialmente, por la aparicion y propagacion de bacterias
multirresistentes y la urgente necesidad de descubrir compuestos antimicrobianos; en este
sentido, numerosos estudios han demostrado la actividad antifangica y antimicrobiana del timol,
lo cual también se evidencid en esta investigacion en los AE de T. vulgaris, Lippia origanoides
quimiotipo timol-carvacrol 1 (LTC I) y L. origanoides quimiotipo timol-carvacrol Il (LTC II)
(Pan et al., 2014; Dzamic¢ et al., 2015; Epps et al., 2015; Kifer, Muzini¢ y Klaric, 2016; Shu, Sun

y Zhang, 2016).

Uno de los posibles mecanismos de accion que se han planteado para el timol, hace
referencia a que este fenol monoterpénico tiene la capacidad para desintegrar la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, liberando lipopolisacarido e incrementando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica (Lambert et al., 2001; de Souza et al., 2010);
debido a lo anterior, Ferreira et al., (2016) probaron el efecto del timol sobre monocapas
lipidicas y analizaron la interaccion entre el timol y el lipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
Los resultados permitieron demostrar que el timol disminuye la elasticidad superficial y cambia
la morfologia del DPPC, evidenciando de esta manera, el ingreso del compuesto en los lipidos de

membrana (Ferreira et al., 2016).
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Recientemente, Al-Kandari et al., en 2019, expuso una cepa de E. coli a timol en
diferentes concentraciones subletales. Después de 16 rondas de exposicion se analizaron los
cambios en el microorganismo mediante Microscopia de Barrido Electronico (SEM, por sus
siglas en inglés) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Lo anterior permitio sugerir un efecto
del timol a nivel de la permeabilidad e integridad de la membrana, al igual que un incremento en
los aminoacidos de la familia del lactato y del acido lactico, lo que indicé un cambio en la

respiracion celular y en la fermentacion (Al-Kandari et al., 2019).

Es importante tener en cuenta la actividad bioldgica de los deméas componentes del AE de
Thymus vulgaris. El segundo componente mas abundante en el AE fue el p-cimeno (20%); sus
propiedades biologicas son amplias, entre ellas se destacan efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, anticancerigenos, ansioliticos y antimicrobianos (Quintans-junior et al., 2013;
De Santana et al., 2015). Esta ultima propiedad ha sido evaluada por diferentes autores y se ha
determinado que el p-cimeno no es el principal compuesto que confiere la actividad
antimicrobiana a los AE, mas especificamente, se ha demostrado que es menos eficiente como
agente antimicrobiano que el timol. Sin embargo, se ha reportado que el p-cimeno mejora la
actividad de otros agentes antimicrobianos como el carvacrol, el 4-terpineol y la nisina,
gjerciendo un efecto sinérgico cuando se combina con éstos (Rattanachaikunsopon vy

Phumkhachorn, 2010; Bukvicki et al., 2014; Andrade-Ochoa et al., 2015).

Los otros dos componentes presentes en el AE de Thymus vulgaris, en igual cantidad
relativa (9.5%), son el y-terpineno y el trans-g-cariofileno, a lo cuales se les ha demostrado
actividad antimicrobiana, pero a concentraciones inhibitorias mayores en comparacion a las del

timol y carvacrol (Oztiirk et al., 2009; Giweli et al., 2012).
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Lo anterior evidencia la complejidad en la composicion de los AE y como se hace
necesario el estudio del mecanismo de accién de los diversos componentes mayoritarios y
minoritarios individualmente y en conjunto para comprender el efecto que produce el AE sobre

el metabolismo y la estructura de las células bacterianas.

Otro de los AE en el cual se evidencio actividad antimicrobiana fue Cymbopogon
martini, el cual tuvo mayor actividad inhibitoria frente a S. Enteritidis con una CMlsg de 0.75

mg/mL y una CMB de 1.5 mg/mL, como se ilustra en la Figura 6.

Figura 6

Actividad antibacteriana del AE de Cymbopogon martini frente a S. Enteritidis. Ensayo
realizado por el método de microdilucién en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200
rpm.
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La actividad inhibitoria del AE de C. martini frente a E. coli O157:H7 fue inferior a la

obtenida frente a S. Enteritidis, con una CMIso de 3 mg/mL y una CMB por encima de 3 mg/mL.
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Los resultados de actividad antimicrobiana del AE de C. martini frente a E. coli O157:H7 se

muestran en la Figura 7.

Figura7

Actividad antibacteriana del AE de Cymbopogon martini frente a E. coli O157:H7. Ensayo
realizado por el método de microdilucién en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200
rpm.

E. coli O157:H7
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Los resultados de actividad antibacteriana del AE de C. martini, conocido popularmente
como aceite de palmarrosa, se deben principalmente a su alto contenido de geraniol, que varia
entre 70 y 80%. Ademas, el geraniol le confiere a la planta de palmarrosa su caracteristico olor a
rosa citrico con matices afrutados y cerosos (Murbach Teles Andrade et al., 2014). EI AE de C.
martini present6 una cantidad relativa de 38.7% de geraniol, lo cual estd por debajo de los pocos
estudios que evaltan la actividad antibacteriana de este aceite frente a E. coli O157:H7 y S.
Enteritidis (Duarte et al., 2007; Thielmann, Muranyi and Kazman, 2019), y podria explicar el

menor efecto inhibitorio que se obtuvo. En el estudio de Duarte et al (2007), se evaluaron 13
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serotipos diferentes de E. coli, se obtuvieron diferentes valores de CMI que variaron entre 0.1 y
0.5 mg/mL, pero ninguno de los serotipos evaluados correspondié a uno enterohemorragico. Por

lo tanto, dependiendo del serotipo evaluado, el valor del CMI puede variar.

Con respecto al efecto inhibitorio obtenido con el AE de C. martini frente a S. Enteritidis,
el valor determinado fue mayor que el reportado en la literatura frente a esta misma bacteria por
Teles et al., (2014) quienes determinaron CMI de 0.5 mg/mL. Incluso, estos autores midieron el
efecto antibacteriano del geraniol puro, y la CMI alcanzada fue 10 veces menor que el reportado
por el AE, reforzando la teoria de que en el caso de C. martini, una buena parte del efecto

antimicrobiano y antifingico depende de su componente mayoritario, geraniol.

El geraniol es un compuesto con pocos efectos adversos, el cual ejerce diversas
actividades regulando principalmente la expresion de proteinas. Esto sugiere que el geraniol
puede convertirse en un compuesto importante para tratar diferentes enfermedades (Galle et al.,
2014; Queiroz et al., 2017). Adicionalmente, el geraniol ha sido asociado a efectos citotoxicos
sobre células cancerigenas, efectos antiinflamatorios, antioxidantes, antifangicos,
antinociceptivos y antimicrobianos; lo anterior evidencia la variedad de posibles efectos que
pueden derivarse del AE de C. martini (Leite et al., 2015; El-Bassossy, Elberry and Ghareib,

2016).

Los AE extraidos de Lippia origanoides quimiotipo timol-carvacrol 1 (LTC 1) y L.
origanoides quimiotipo timol-carvacrol 1l (LTC II) también presentaron efecto antibacteriano
frente a E. coli O157:H7 y S. Enteritidis ATCC 13076. EI mayor efecto antibacteriano entre los

17 AE evaluados fue el obtenido con el AE de LTC II.
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Los AE de LTC 1y LTC Il presentan similitudes en su composicion, como se evidencio
en la Tabla 3, pero difieren en la actividad antimicrobiana. Mientras el AE de LTC | tiene una
CMlso de 0.75 mg/mL y una CMB de 1.5 mg/mL frente a los dos microorganismos evaluados
(Figuras 8 y 9), los resultados del AE LTC Il indican una actividad antimicrobiana dos veces

mayor (Figuras 10 y 11).
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Figura 8

Actividad antibacteriana del AE de LTC | frente a E. coli O157:H7. Ensayo realizado por el
método de microdilucion en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm
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Figura 9

Actividad antibacteriana del AE de LTC I frente a S. Enteritidis. Ensayo realizado por el método
de microdilucion en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm
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Figura 10

Actividad antibacteriana del AE de LTC Il frente a E. coli O157:H7. Ensayo realizado por el
método de microdilucion en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm
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Figura 11

Actividad antibacteriana del AE de LTC Il frente a S. Enteritidis. Ensayo realizado por el
método de microdilucién en caldo a 37 °C durante 12 h con agitacion a 200 rpm
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Los resultados de actividad antibacteriana de los dos componentes principales de los AE
de LTC Iy LTC I, timol y carvacrol, han sido ampliamente documentados debido a que también
se encuentran haciendo parte de otras plantas medicinales. Sin embargo, los estudios de actividad
antibacteriana sobre E. coli y Salmonella Enteritidis, especificamente, con el AE de L.
origanoides son escasos, debido a que es una planta nativa que se localiza en su mayoria en
regiones de Colombia y Brasil. Entre los estudios que han analizado la actividad antibacteriana
de L. origanoides se destaca el de Sarrazin et al., (2015), en el cual se evallo la influencia de la
variacion estacional en el rendimiento, la composicion y la actividad antimicrobiana del AE de L.
origanoides ubicado en el Amazonas brasilero; las mediciones se llevaron a cabo cada mes
durante un afio, lo cual permitié concluir que los tres parametros medidos en la investigacion
fueron minimamente influenciados por los cambios climéticos (Sarrazin, Leomara Andrade Da
Silva, et al., 2015). Es importante resaltar, que el AE extraido de L. origanoides, obtenido en el
estudio de Sarrazin et al., tiene un porcentaje aproximado de 43.5% de carvacrol y un 10.7% de
timol, lo cual es inverso a la cantidad relativa de estos fenoles determinada en la presente
investigacion. En este caso, las cantidades relativas de timol y carvacrol fueron de 22.1y 32.7 %,
respectivamente, para las especies de LTC Iy LTC Il. Con respecto a la actividad antimicrobiana
reportada por Sarrazin et al., frente a E. coli, esta varié en los doce meses de medicién entre 0.15
y 0.31 mg/mL, lo cual es similar a lo determinado en esta investigacion para el AE de LTC II.
Sin embargo, para el caso de la actividad bactericida, se logréo una CMB de 0.75 mg/mL, siendo

un 70% menor que el publicado por los otros autores.

En otro estudio realizado también en Brasil, Pinto et al., determinaron la CMI de
diferentes extractos de L. origanoides frente a modelos bacterianos Gram positivos, Gram

negativos y levaduras; la mayor actividad antimicrobiana que obtuvieron frente a E. coli
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CCMB261 fue de 0.658 mg/mL utilizando la fraccién en acetato de etilo y diclorometano (Pinto
et al., 2013). Estos valores son mayores que los encontrados en el presente estudio para el AE de

LTC Il

El componente mayoritario del AE de LTC I'y LTC Il fue el timol, pero debido a que ya
fue tratado cuando se discutieron los resultados del AE de Thymus vulgaris, entonces se abordara
el carvacrol y sus interacciones con componentes minoritarios, lo cual puede desencadenar
sinergia y sea la posible causa de que el AE de LTC Il presente mayor efecto antibacteriano que
el de LTC I. Al igual que la actividad del timol, se ha inferido que la accién del carvacrol se debe
a la capacidad para distribuirse en las membranas bioldgicas y permeabilizarlas, lo que altera el
gradiente de iones (Burt, 2004). Sin embrago, la hidrofobicidad solamente no garantiza el efecto
citotoxico, la presencia de un grupo hidroxilo libre y un sistema de electrones distribuidos es
vital para la actividad antibacteriana (Ultee, Bennik and Moezelaar, 2002). También se ha
demostrado en el modelo Gram positivo Bacillus cereus que el carvacrol reduce el potencial de
la membrana citoplasmatica, disminuye el pH intracelular e inhibe la sintesis de ATP,
estimulando finalmente la fuga de potasio (Ultee, Bennik and Moezelaar, 2002). Por otra parte,
Epstein et al., plantearon que el potasio actia como una molécula de sefializacion citoplasmatica
que activa o induce enzimas que dan como resultado el incremento de la osmolaridad celular

(Epstein, 2003).

Recientemente, Kahn et al., (2020), evaluaron el mecanismo de accion del carvacrol
frente a E. coli uropatdgena y lograron demostrar que el carvacrol induce un aumento en la
muerte celular bacteriana, debido a una mayor despolarizacion de la membrana y una explosion

oxidativa elevada en E. coli. El carvacrol también indujo la liberacion de ADN celular, proteinas
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e iones de potasio de las células bacterianas y redujo tanto el nimero de E. coli en los ensayos de
invasion contra los macrofagos como los niveles de las proteinas inflamatorias TNF-a y COX-
2. Ademas, descubrieron que el carvacrol inhibe la actividad de la enzima B-lactamasa (in
vitro ), lo que fue respaldado por los resultados in silico. En general, los hallazgos de este
estudio sugieren que el carvacrol tiene un potencial antimicrobiano significativo contra E. coli

uropatégena (Khan et al., 2020).

Para entender mejor la accion del AE de LTC Il se debe analizar la sinergia que se ha
demostrado entre el p-cimeno, el cual se encuentra en un 1.1% en el aceite y los componentes
mayoritarios. La prueba de la actividad bioldgica baja del p-cimeno se ha informado previamente
en ensayos contra Mycobacterium tuberculosis, S. aureus (MRSA), Haemophilus influenzae,
Salmonella enterica serovar Typhi y Vibrio cholerae; sin embargo, en mezcla con otros
metabolitos como carvacrol y timol, parece aumentar la inhibicidon bacteriana, probablemente,
por un mecanismo sinérgico (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010; Li et al., 2014;
Andrade-Ochoa et al., 2015; Marchese et al., 2017). Por lo tanto, los resultados obtenidos
permiten inferir que la actividad antibacteriana mas alta presentada por el AE de LTC Il se debe
principalmente al efecto resultante de la interaccién entre componentes mayoritarios Yy
minoritarios, ocasionando un efecto inhibitorio sobre E. coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis
ATCC 13076 por medio de un mecanismo de accion que se dilucidara méas adelante por técnicas

metaboldmicas.

2.4. Conclusiones
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. El AE de Lippia origanoides, quimiotipo timol-carvacrol Il, presentd la mayor
actividad antibacteriana frente a las bacterias Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica
Ser Enteritidis con una MICso de 0,37 mg/mL y una MBC de 0.75 mg/MlI, entre los 17 AE

estudiados.

o Los aceites que presentaron mayor actividad antibacteriana se caracterizaron por

tener entre sus componentes mayoritarios fenoles monoterpénicos como el timol y el carvacrol.
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3. Evaluacién de inhibicion de la formacion de biofilm de Escherichia coli O157:H7 y
Salmonella entérica Ser Enteritidis tratadas con aceites esenciales de las familias
verbenaceas, poaceae, lamiaceae y asteraceae.

3.1. Introduccioén

Los biofilms bacterianos son comunidades bien estructuradas de células bacterianas,
adheridas a superficies bioticas o abioticas. Los biofilms, se encuentran embebidos en una matriz
de exopolisacaridos (EPS) sintetizados por los microorganismos (Khatoon et al., 2018). La
organizacion en biofilm le confiere proteccién a las bacterias frente a situaciones adversas como
disminucion de nutrientes, desecacion, ataques del sistema inmunitario del huésped y tratamiento

antibiético (Cirié et al., 2019).

Basado en la evidencia obtenida en estudios recientes, los principales mecanismos por los
cuales las bacterias asociadas en biofilm sobreviven a la presencia de antibidticos se describen a

continuacion:

- Barrera de difusion del EPS: La matriz de EPS secretada por las células
bacterianas constituye una barrera para la penetracion de agentes antimicrobianos, lo anterior
puede ser el resultado de la arquitectura compleja del biofilm, la degradacion antibiotica,
quelacion e inactivacién de los antibioticos mediada por oxidacion. Estos procesos reducen la
efectividad de los antibidticos promoviendo asi la seleccion de células resistentes dentro del

biofilm, las cuales podran evadir el estrés antibiético (Flemming et al., 2016).

- Transferencia horizontal de genes de resistencia: El aumento en la densidad

celular y la competencia genética constituyen un ambiente fisico que favorece el contacto directo
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de célula a célula y la acumulacién de ADN extracelular. Lo anterior, mejora la absorciéon de
marcadores de resistencia antibidtica entre células mediante transferencia horizontal de genes
(Hall and Mah, 2017). La conjugacion bacteriana es el mecanismo méas comun de transferencia
horizontal de genes, el cual ha sido documentado ampliamente en bacterias como E. coli, P.
putida, S. enterica, H. influenzae y V. cholerae (Tran and Boedicker, 2017; Rendueles et al.,

2018; Sun, 2018; Hegstad et al., 2020).

- Velocidad especifica de crecimiento lenta: La limitacion de nutrientes en el
biofilm conduce a una velocidad especifica de crecimiento lenta, a inanicidn bacteriana y a un
estado de latencia metabolica que contribuye a la tolerancia a los agentes antimicrobianos
(Stewart, 2015). Por otro lado, en el biofilm, el nimero de células bacterianas en fase
estacionaria aumenta significativamente, al igual que su tolerancia a los antibi6ticos; lo cual
depende principalmente de la actividad metabolica de la célula frente a los compuestos
antimicrobianos (Hall and Mah, 2017; Cabral, Wurster and Belenky, 2018). Sumado a lo
anterior, la velocidad especifica de crecimiento lenta conduce a un estado de no esporulacién, es
decir, un estado viable pero no cultivable, conocido como VBNC; en el cual el organismo no
puede crecer en los medios de cultivo enriquecidos, al mismo tiempo que mantiene parametros
de viabilidad como la respiracion, la presencia de ARNr y la integridad de la membrana
plasmatica (Dong et al., 2020). Se ha documentado que en el estado VBNC, patégenos como E.
faecalis, S. epidermidis, H. pylori, M. tuberculosis y H. influenzae son resistentes a la accion de

los antimicrobianos (L. Li et al., 2014).

- Latencia fisioldgica de células persistentes: los biofilms contienen una pequefia

fraccion de la poblacion bacteriana que exhibe una mayor tolerancia a biocidas y sustancias
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antimicrobianas, conocidas como “células persistentes”; las cuales sobreviven facilmente a un
ataque antibiotico, porque inducen alteraciones en el sitio diana del antibiético (Ling et al.,
2015). La tolerancia a multiples farmacos en las células persistentes es un fendmeno fenotipico
que permite una seleccién de mutantes que han adquirido resistencia. A medida que disminuye la
presion antibiotica dentro del biofilm, las células persistentes dan lugar a una poblacion
bacteriana que es tan susceptible como la original. Por lo tanto, las células persistentes se han
asociado con la persistencia de infecciones bacterianas relacionadas con la presencia de biofilms

in vivo (Wood, 2017).

- Quorum sensing: el QS es un proceso de comunicacion bacteriana en el cual las
bacterias regulan la expresion de ciertos genes en respuesta a los cambios en la densidad celular.
Como resultado, se presentan diferentes modificaciones fenotipicas en las bacterias, entre las
cuales se destacan la capacidad para formar biofilm y la expresion de factores de virulencia
(Jiang et al., 2019; Pena et al., 2019). ElI QS se ha asociado al desarrollo adecuado de la
arquitectura de la matriz de EPS, ya que la deficiencia en el QS se correlaciona con un biofilm

estructuralmente delgado y con menor produccién de EPS (Singh et al., 2017).

- Cambios en la morfologia celular mediados por estrés: las células embebidas en el
biofilm enfrentan continuamente estrés debido a deficiencias nutricionales, modificacion de pH y
acumulacién de sustancias toxicas. Las bacterias tienen la capacidad innata de contrarrestar el
estrés cambiando su morfologia y fisiologia celular, lo cual disminuye la sensibilidad frente a
agentes antimicrobianos (Novovi¢ et al., 2018). La resistencia a los antibioticos en el biofilm
también estd mediada por mecanismos genéticos que son especificos del fenotipo expresado en

el biofilm y, por lo tanto, se encuentran ausentes en las células planctonicas. Uno de esos



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 87

mecanismos es la expresion del gen ndvB, que codifica para la enzima glucosiltransferasa que
cataliza la sintesis de glucanos ciclicos periplasmicos - (1->3); estos glucanos promueven la
resistencia bacteriana al secuestrar antibioticos en el periplasma, lejos de sus objetivos celulares.
La transcripcion de ndvB depende del factor sigma RposS, el cual regula la expresion de otros 50
genes responsables de la tolerancia al estrés y de reordenamientos fisioldgicos y metabdlicos

(Jakubowski and Walkowiak, 2015; Silva et al., 2018; Lories et al., 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, surge la necesidad de encontrar compuestos que inhiban
la formacion del biofilm en bacterias patdgenas; entre estos compuestos, los AE han demostrado
un gran potencial para prevenir la formacion y dispersion del biofilm, por lo tanto, constituyen

una alternativa al uso de antibiéticos convencionales.

En la Tabla 5 se muestran una recopilacion de los estudios mas relevantes sobre la

accion de AE frente al biofilm de bacterias patdgenas.

Tabla b

Concentracion Minima Inhibitoria del biofilm (CMIB) de AE frente a diferentes
microorganismos

Aceite esencial Microorganismo CMIB Referencia
(mg/mL)
Origanum vulgare S. pyogenes 0.50 (Wijesundara 'y
Rupasinghe,
2018)
Salvia officinalis S. pyogenes 0.50 (Wijesundara 'y
Rupasighe,
2018)
Menthae piperitae S. aureus 0.12 (Kang et al.,
2019)
Citrus medica S, typhimurium 0.75 (H. Zhang et al.,
S. aureus 0.75 2019)

Cinnamomum L. monocytogenes 0.5 (Kerekes et al.,
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zeylanicum

Thymus vulgaris

Origanum majorana

Citrus reticulata

Psiadia arguta

Psiadia terebenthina

Plectranthus amboinicus

Rosmarinus officinalis

Ocimum basilicum

Petroselinum crispum

Satureja montana
Thymus vulgaris
Rosmarinus officinalis

Campomanesia aurea

Syzygium aromaticum

Cinnamomum
zeylanicum
Dodartia orientalis

P. putida
S. aureus
E. coli
L. monocytogenes
P. putida
S. aureus
E. coli
L. monocytogenes
P. putida
S. aureus
S. epidermidis
E. coli

S. epidermidis
E. coli

S. epidermidis
E. coli

S. aureus
S. aureus

V. cholerae
V. vulnificus
V. parahaemolyticus
V. cholerae
V. vulnificus
V. parahaemolyticus
S. Typhimurium

S. Typhimurium
S. Typhimurium
L. monocytogenes
S. aureus
S. Enteritidis
S. aureus

S. aureus

S. aureus
E. coli

0.12
0.20
0.50

10

0.40
0.25

1.60
0.59
0.54

0.22
0.09

0.11
0.13

0.12

25
2.50
2.50

11.25
11.25
5.62
1.15
2.78
29.35
0.40
0.40
0.40
0.10
0.10

0.50

2019)

(Kerekes et al.,
2019)

(Kerekes et al.,
2019)

(Aumeeruddy-
Elalfi et al.,
2018)
(Aumeeruddy-
Elalfi et al.,
2018)
(Aumeeruddy-
Elalfi et al.,
2018)
(\Vasconcelos et
al., 2017)

(Jardak et al.,
2017)
(Snoussi et al.,
2016)

(Snoussi et al.,
2016)

(Miladi et al.,
2016)
(Miladi et al.,
2016)
(Miladi et al.,
2016)
(Kuhn et al.,
2019)

(Budri et al.,
2015)
(Budri et al.,
2015)
(Wang et al.,
2017)
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Citrus reticulata
Origanum heracleoticum
Thymus vulgaris
Thymus serpyllum

Cymbopogon flexuosus

Thymus vulgaris

Citrus paradisi
Cinnamomum
zeylanicum
Cinnamomum cassia

Allium sativum

Mentha piperitae
Coriandrum sativum
Pimpinella anisum

Cymbopogon flexuosus

S. Enteritidis
P. aeruginosa

S. Enteritidis
S. Enteritidis

S. Enteritidis

Enterococcus spp

Aeromonas spp

Enterococcus spp

Aeromonas spp

P. aeruginosa

S. aureus
S. epidermidis
S. aureus
S. epidermidis
S. aureus
B. cereus
S. pneumoniae
P. aeruginosa
E. coli
K. pneumoniae
S. aureus
E. coli
S. aureus
E. coli
S. aureus
E. coli
S. aureus

L. monocytogenes

P. aeruginosa

7.60
7.60

7.60
3.80

0.50

0.25
0.50
0.25
0.50

o1 o1 01 O1

3.10
6.30
0.80
1.60
3.10
12.50
0.20
0.78
0.78

(Luciardi et al.,
2016)
(Cabarkapa et
al., 2019)
(Cabarkapa et
al., 2019)
(Cabarkapa et
al., 2019)
(Quendera,
Barreto y
Semedo-
Lemsaddek,
2019)
(Quendera,
Barreto y
Semedo-
Lemsaddek,
2019)
(Luciardi et al.,
2020)
(Firmino et al.,
2018)
(Firmino et al.,
2018)
(Mohsenipour y
Hassanshahian,
2015)

(Bazargani and
Rohloff, 2016)
(Bazargani and
Rohloff, 2016)
(Bazargani and
Rohloff, 2016)
(Dalla Costa,
Mouray
Millezi, 2019)
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales

En relacion con las bacterias estudiadas, la cepa de Escherichia coli 0157:H7 fue donada
por el cepario de la Universidad Pontificia Javeriana de Colombia. Salmonella entérica Ser

Enteritidis ATCC 13076 fue adquirida comercialmente.

Los siguientes son los 17 AE extraidos y caracterizados en el Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales

Tropicales (CENIVAM), de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia):

Lippia alba, Quimiotipo carvona (LACA)

L. alba, Quimiotipo citral (LACI)

Cymbopogon nardus (CN)

C. martini (CM)

C. flexuosus (CF)

L. origanoides, Quimiotipo timol-carvacrol | (LTC I)

L. origanoides, Quimiotipo timol-carvacrol (LTC 1)

L. origanoides, Quimiotipo felandreno (LOF)
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Rosmarinus officinalis (RO)

Salvia officinalis (SO)

Swinglea glutinosa (SG)

Tagetes lucida (TL)

Thymus vulgaris (TV)

Satureja viminea (SV)

Cananga odorata (CO)

Citrus sinensis (CS)

Elettaria cardamomum (EC)

Los medios de cultivo Luria Bertani (LB), caseina hidrolizada, Infusion Cerebro Corazon
(BHI), peptona, agar bacterioldgico, fosfato monopotéasico (KH2POa.), fosfato dipotasico
(K2HPO4) vy el sulfato de amonio (NH4)SO4 fueron obtenidos de Oxoid (Hampshire, UK). El
Dimetilsulfoxido (DMSO) grado HPLC, el cristal violeta y el &cido acético fueron adquiridos en
Merck (Darmstadt, Alemania). Las microplacas de 96 pozos de poliestireno de fondo curvo

fueron marca Biologix.

Todas las reacciones y ensayos de actividad antibiofilm fueron realizados empleando
agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, extraida del equipo de laboratorio Smart2 Pure de Thermo

Scientific (Helsinki, Finlandia).
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3.2.2 Métodos

Para realizar la evaluacion de la actividad antibiofilm In vitro de diferentes AE de plantas
aromaticas, en cultivos de E. coli O157:H7 y Salmonella enterica Ser Enteritidis ATCC 13076,
se utiliz6 la metodologia desarrollada por O’Toole con algunas modificaciones (O’Toole 2011),

descrita en la Figura 12.

Figura 12

Metodologia para la determinacién de la actividad antibiofilm de los aceites

80uL AE +
80uL Bacteria
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cristal violeta 0,4% buffer PBS
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3.2.2.1. Determinacion de la actividad antibiofilm In vitro. La evaluacion de la
actividad antibiofilm In vitro de los AE frente a E. coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis ATCC
13076 se llevd a cabo de acuerdo con el método de tincidn en cristal violeta desarrollado por
O’Toole, con algunas modificaciones (O’Toole, 2010). Los ensayos experimentales de
inhibicion del biofilm se realizaron utilizando microplacas de cloruro de polivinilo (PVC) de 96

pozos con fondo redondo.

Para determinar la actividad antibiofilm de los AE frente a E. coli O157:H7, se prepar0
un preindculo del microorganismo en caldo LB durante 12 h a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar
una concentracion bacteriana de 10° - 10® UFC/mL. Para el caso de Salmonella Enteritidis
ATCC13076, se mantuvieron las mismas condiciones de cultivo mencionadas anteriormente; la
tnica modificacion fue el uso del medio de cultivo M63 enriquecido con casaminoacidos, en
lugar de LB. Posteriormente, 80 pL del inoculo bacteriano respectivo fueron adicionados a la
microplaca de PVC junto con AE (80 uL) a concentraciones subinhibitorias (subCMI) de las
obtenidas con cada AE frente a E. coli O157:H7 y S. Enteritidis ATCC 13076 (Véase capitulo 2).
El microorganismo creciendo en ausencia de AE se utilizé como control negativo de inhibicion.
Las microplacas fueron incubadas a 37 °C por 24 h sin agitacién. Luego, las microplacas se
lavaron tres veces con buffer fosfato pH 7 con el fin de remover las células planctonicas.
Seguidamente, 160 pL de cristal violeta al 0.4% fue adicionado a cada uno de los pozos durante
15 min. El exceso de cristal violeta se retir0 realizando tres lavados consecutivos con buffer
fosfato pH 7 y se agregaron 160 puL de acido acético al 30%, para remover el colorante adherido.
El contenido de cada pozo fue transferido a una nueva microplaca de fondo plano para
cuantificar la absorbancia utilizando una longitud de onda 2= 595 nm en un lector de microplaca

ELISA (Biorad, imarck).
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El porcentaje de inhibicion de la formacion del biofilm se calcul6 mediante la siguiente

ecuacion:

Porcentaje de Inhibicion=Abs control positivo — Abs experimental X 100

Abs control positivo

La cuantificacion de las células del biofilm se realizd6 mediante recuento en placa. Para
esto, se agregaron 100 pL de un cultivo bacteriano overnight diluido 1:10 (~1x108 UFC/mL) en
medio fresco a una microplaca que contenia 100 pL de AE en concentraciones subinhibitorias.
Las microplacas se incubaron durante 24 h a 37 °C. Trascurrido el tiempo, las células
planctonicas se eliminaron, se lavé la microplaca con buffer fosfato 1 mM pH 7. Luego, se
adicionaron 200 pL de buffer fosfato 1 mM pH 7 y se removié el biofilm utilizando espétulas
estériles. El recuento de placas se realizé en medios de cultivo Miller-Hinton (MH) mediante
diluciones seriadas. Las placas se incubarén durante 12 h a 37 °C. Posteriormente, se realizo el

conteo de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) (Kart, Yabanoglu and Nemutlu, 2020).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se llevo a cabo un analisis de
varianza (ANOVA) para comparar entre los grupos tratados y sin tratar con el AE. Las

diferencias con un valor de p <0.05 fueron considerados como significativos.

3.2.2.2. Evaluacion del efecto de LTC Il sobre E. coli O157:H7 y S. Enteritidis
ATCC 13076 mediante analisis de microscopia electrénica de barrido. Para visualizar el

efecto del AE sobre S. Enteritidis ATCC 13076 y E. coli O157:H7 se realiz6 un anélisis por
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microscopia electronica de barrido (SEM). El biofilm fue formado en cupones de vidrio de 1x1.5
cm durante 24 h a 37 °C. Para esto, se agreg6 el indculo bacteriano ~10°-106 UFC/mL a un vial
que contenia los cupones de vidrio esmerilado, medio de cultivo y el AE en concentraciones
subinhibitorias. Los cupones fueron lavados tres veces con buffer fosfato 0.1 mM pH 7, para
eliminar las células planctonicas. El proceso de fijacion de la muestra se realizd con
glutaraldehido al 2.5% (v/v) por 60 min, y la deshidratacion, con un gradiente de isopropanol
[10-95% (v/v)] por 10 min a temperatura ambiente (Fischer et al., 2013). Finalmente, los
cupones fueron observados en un microscopio electronico Quanta 650 FEG (FEI), y se tomaron

las micrografias en un detector de imagenes Everhart Thornley detector ETD.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Determinacion de la actividad antibiofilm in vitro de aceites esenciales frente a

Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis

La evaluacion de la actividad antibiofilm de los 17 AE se realiz6 sobre las bacterias E.
coli O157:H7 vy Salmonella Enteritidis ATCC13076. Se utilizaron concentraciones
subinhibitorias para evaluar cada AE (véase capitulo 2), garantizando que se estaba inhibiendo el
biofilm y no el crecimiento bacteriano planctonico. Los resultados obtenidos del efecto

inhibitorio del biofilm de los AE se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6

96

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del biofilm (CMIB) de los AE evaluados

frente a Escherichia coli O157:H7 y Salmonella Enteritidis ATCC 13076.

Cdbdigo Aceite esencial

LACA

LACI
CN

CM
CF
LTCI

LTC I

LOF

RO

SO
SG
TL
TV
SV
CO
CS
EC

Lippia alba
(carvona)
L. alba (citral)

Cymbopogon
nardus

C. martini

C. flexuosus

L. origanoides
(timol-carvacrol I)
L. origanoides
(timol-carvacrol 11)
L. origanoides
(felandreno)
Rosmarinus
officinalis

Salvia officinalis

Swinglea glutinosa
Tagetes lucida
Thymus vulgaris
Satureja viminea
Cananga odorata
Citrus sinensis

Elettaria
cardamomum

E. coli O157:H7
CMIB INHIBICION

(mg/mL) (%)
3 10.80

3 7.80

3 17.3
1.5 52.4
3 24.7
0.37 68.4
0.19 75.3
3 25.1

3 29.4

3 23.4

3 16.9
1.5 45.9
0.37 71.0
3 17.7

3 8.70

3 28.1

3 40.7

S. Enteritidis
CMIB INHIBICION

(mg/mL) (%)
3 12.50

3 9.60

3 8.70
0.5 62.5
3 14.10
0.37 61.3
0.19 65.6
15 64.3
3 13.6

3 5.60

3 8.40
15 67.0
0.37 64.5
3 5.90

3 8.50

3 23.8

3 35.9

Los mejores resultados se obtuvieron con el AE de Lippia origanoides, quimiotipo

Timol-Carvacrol Il (LTC 1), el cual presentd la mayor actividad inhibitoria del biofilm de E. coli

0157:H7 y Salmonella Enteritidis ATCC 13076 a una concentracién de 0.19 mg/mL. Ademas
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del AE de LTC II, los AE de L. origanoides quimiotipo Timol-Carvacrol I (LTC I), Thymus
vulgaris (TV), Cymbopogon martini (CM), L. origanoides, quimiotipo felandreno (LOF) y
Tagetes lucida (TL) presentaron porcentajes de inhibicion del biofilm mayores de 50% frente a

las bacterias del estudio a las concentraciones evaluadas.

La inhibicion del biofilm a concentraciones subinhibitorias fue directamente proporcional
a la concentracion evaluada en cada uno de los microorganismos, como se muestra en la Figura

13.

Figura 13

Actividad inhibitoria del biofilm del AE de LTC Il a diferentes concentraciones subinhibitorias
contra E. coli O157:H7 (barras negras) y S. Enteritidis ATCC 13076 (barras grises)
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Los resultados obtenidos con LTC 1l se deben a que este fue el AE con mayor contenido
de timol y carvacrol (51.5%). Entre los efectos inhibitorios del biofilm asociados a estos dos
componentes se destacan los siguientes: inhibicion del quorum sensing, lo cual disminuye la

expresion de factores de virulencia y la adherencia bacteriana a diferentes superficies (Burt,
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Victoria T A Ojo-Fakunle, et al., 2014), actividad inhibitoria de la ATPasa que ocasiona un
colapso de la fuerza motriz de protones y una disminucion de energia en forma de ATP vy
bloqueo del flujo de sustancias de la célula en S. Enteritidis de manera dependiente a la
concentracion de timol y carvacrol (Miladi et al., 2016). Sin embargo, los componentes presentes
en menor cantidad también tienen actividad biologica demostrada (Agullé et al., 2017; Azizan et
al., 2017; Lagha et al., 2019). Debido a lo anterior, se han llevado a cabo investigaciones para
evaluar el efecto sinérgico en la inhibicidn del biofilm de estos componentes entre si y frente a
antibidticos convencionales; Miladi et al demostraron el efecto sinérgico del timol, carvacrol,
eugenol, p-cimeno y y-terpineno en combinacion con la tetraciclina para inhibir el biofilm de
patdgenos orales, tales como S. aures, S. mutans, S. constelatus, y E. facecium (Miladi et al.,
2017). Veras et al.,(2012), evaluaron el efecto sinérgico entre el timol con el carvacrol, trans-f-
cariofileno, p-cimeno y 1,8-cineol, frente a patdgenos Gram positivos, y observaron un
incremento en su actividad bioldgica (Veras et al., 2012). Jamali et al. (2017), demostraron que
la combinacién de los AE de Thymus leptobotrys, T. ciliatus y T. pallidus, ricos en carvacrol,
timol, p-cimeno y y-terpineno combinados con el antibidtico cefixima tenian efecto sinérgico
frente a E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus y Bacillus cereus (Alaoui Jamali et al.,

2017).

La actividad antibiofilm de diferentes AE con cantidades relativas altas de timol y
carvacrol ha sido evaluada por varios autores. Cabarkapa et al. (2019), analizaron el efecto
antibiofilm de cuatro AE ricos en timol y carvacrol frente a S. Enteritidis; los resultados
indicaron una relacion entre la cantidad de timol y carvacrol en el AE y la actividad inhibitoria
del biofilm de S. Enteritidis, de tal manera, que el AE de Origanum heracleoticum con 71.6% de

timol-carvacrol, presentd la mayor actividad antibiofilm, con una CMIB de 0.039 mg/mL,
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seguido de O. vulgare (63.6% timol-carvacrol) con una CMIB de 0.078 mg/mL, el AE de
Thymus vulgaris (60.0% timol-carvacrol) present6 una CMIB de 0.15 mg/mL; la menor
actividad inhibitoria del biofilm la present6 el AE de T. serpyllum (40.4% timol-carvacrol) con
una CMIB de 0.31 mg/mL (Cabarkapa et al., 2019). Estos resultados se correlacionan con las
CMIB obtenidas en el presente estudio, debido a que el AE de LTC Il, con una cantidad de
timol-carvacrol méas alta (51.5%) presentdé la mayor actividad antibiofilm (CMIB de 0.19
mg/mL), en comparacion con el AE de LTC I, (CMIB, 32.8 mg/mL). Es importante aclarar que
el mecanismo de accion especifico de cada uno de los AE con actividad antibiofilm no ha sido

totalmente dilucidado.

Otro de los AE que presentaron una importante actividad antibiofilm frente a E. coli
0157:H7 y S. Enteritidis ATCC 13076 fue LTC I, el cual redujo la formacion del biofilm de
estos dos microorganismos en mas del 61%, a una CMIB de 0.37 mg/mL. Es importante
destacar, que el timol y el carvacrol representan los componentes mayoritarios de este AE, con
una cantidad relativa conjunta de 32.8%. Las actividades antibiofilm de estos dos componentes
ya han sido ampliamente reportadas en la literatura (Khan et al., 2017; Kissels, Wu y Santos,
2017; Memar et al., 2017; Marchese et al., 2018; Trevisan et al., 2018; Kachur and Suntres,
2019; Walsh et al., 2019). Debido a lo anterior, se puede inferir que la actividad reportada por el
AE de LTC | se correlaciona en gran medida con su concentracién de timol y carvacrol; no
obstante, el trans-B-cariofileno, metil timil éter, acetato de timilo y p-cimeno han sido
encontrados como componentes en AE que exhiben actividad antibiofilm frente a diversos
microorganismos (Chang et al., 2013; Agullo et al., 2017; Azizan et al., 2017; Jardak et al.,

2017), lo cual sugiere que la presencia de estos componentes en LTC | pueden tener un efecto
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relevante en la actividad bioldgica evaluada.

Entre los estudios realizados sobre el orégano, se destaca el de Zapién-Chavarria et al.,
quienes analizaron el efecto del orégano mexicano sobre la formacion del biofilm de diferentes
aislados clinicos de E. coli. En total, evaluaron tres AE de orégano: dos quimiotipos de Lippia
berlandieri y uno de Polimintha longiflora; estos AE difieren en sus proporciones de timol y
carvacrol. Sin embargo, los tres AE exhibieron una CMIB de 0.5 mg/mL (Zapién-Chavarria et
al., 2019). Esta concentracion fue superior a la obtenida en nuestro estudio con el AE de LTC |

(CMIB de 0.37 mg/mL frente a E. coli O157:H7).

Con relacion a la inhibicién del biofilm de Salmonella, Soni et al. (2013), evaluaron el
efecto del AE de orégano sobre superficies que contenian biofilms de Salmonella Typhimurium,
los resultados indicaron que a concentraciones comprendidas entre 0.25 y 0.5 mg/mL se
presentaron reducciones del biofilm mayores del 60% (Soni et al., 2013); este resultado es

similar al obtenido en esta investigacion, en la cual se obtuvo una CMIB de 0.37 mg/mL.

Entre los AE que presentaron actividad inhibitoria del biofilm sobre E. coli O157:H7 y S.
Enteritidis ATCC 13076 se encuentra el AE de Thymus vulgaris, que presenté una CMIB de 0.37
mg/mL frente a los dos microrganismos, con reducciones mayores del 64%. El posible
mecanismo de inhibicién del biofilm del AE de Thymus vulgaris se ha asociado con cambios en
la estructura de la membrana y la pared bacteriana, debido a la alteracion de la permeabilidad y
respiracion celular, fuga de potasio de las celulas, efectos sobre el potencial de membrana,

cambios en el gradiente de pH y produccion de ATP (O’Bryan et al., 2015).

En un estudio realizado por Flores-encarnacion et al. (2018), se determiné el efecto
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antibiofilm del AE de Thymus vulgaris frente a E. coli uropatégena; la inhibicion reportada se
asocio con la disminucion en la produccion de exopolisacarido del microorganismo, se alcanzo
una CMIB de 0.4 mg/mL (Flores-Encarnacion et al., 2018). Kerekes et al. en 2019 evaluaron la
actividad inhibitoria del biofilm de E. coli, utilizando el AE de Thymus vulgaris y su principal
componente timol; los resultados reportados mostraron una CMIB de 0.34 mg/mL, para el AE, y
una CMIB de 0.14 mg/mL, para el timol (Kerekes et al., 2019). Los resultados de los estudios
anteriores son similares a los obtenidos en este estudio frente a la inhibicion del biofilm de E.
coli, en el cual se alcanz6 una CMIB de 0.37 mg/mL. Otras investigaciones han evaluado el
efecto de extractos de Thymus vulgaris sobre la formacion del biofilm de E. coli, reportando
CMIB superiores a 5 mg/mL, que son 10 veces mas altas que las publicadas para los AE

(Gongalves, Bottaro and Nilson, 2011; Mohsenipour and Hassanshahian, 2015).

Referente a la inhibicién de la formacién del biofilm de S. Enteritidis por el AE de
Thymus vulgaris, Cabarkapa et al., reportaron una CMIB de 0.078 mg/mL con una reduccion en
la formacién del biofilm superior del 60% (Cabarkapa et al., 2015); concentracién inferior al
reportado en el presente estudio. Los resultados obtenidos por Cabarkapa et al., se relacionan con
la composicién del AE, debido a la ausencia de componentes con actividad antibiofilm como el
carvacrol, el cual hace parte de los componentes mayoritarios de los AE con mayor actividad

inhibitoria del biofilm de la presente investigacion (Trevisan et al., 2018).

Entre los AE de los cuales no existen publicaciones sobre su actividad antibiofilm frente a
S. Enteritidis, se destaca el de L. origanoides quimiotipo, felandreno (LOF), que a una CMIB de
1.5 mg/mL, inhibi6 el 64.3% del biofilm de S. Enteritidis. Este AE no presenta un componente

mayoritario con una cantidad relativa superior al 12%, lo cual permite sugerir que la actividad
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bioldgica obtenida tiene mas relacion con el efecto combinatorio de todos sus componentes, que
con la accion del componente mayoritario. Entre los componentes del AE de LOF se encuentran
el 1,8-cineol (11.6%), trans-B-cariofileno (10.4%), a-humuleno (6.2%), p-cimeno (5.7%) y a-

felandreno (5.7%) (Tabla 3).

Referente al trans-B-cariofileno, ademas de estar presente en el AE de LOF, es un
componente de ocho de los AE estudiados, como se muestra en la Tabla 3 del presente estudio,
incluyendo los AE de Thymus vulgaris, LTC 1y II, con la mayor actividad inhibitoria sobre el
biofilm de E. coli O157:H7 y S. Enteritidis; sin embargo, en su cantidad relativa no supera el
10%, a diferencia de AE de Swinglea glutinosa, que presenta una cantidad relativa de 36.6%. Sin
embargo, el AE presenta reducciones muy bajas en la inhibicion de la formacion del biofilm del

17% de E. coli O157:H7 y S. Enteritidis.

En este sentido, la actividad inhibitoria del trans-p-cariofileno sobre el biofilm de
bacterias Gram negativas fue reportado por Azizan et al., en 2017. En su investigacion, se
demostr6 la  inhibicibn de los patdgenos Gram negativos  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum utilizando una
CMIB de 1.25 mg/mL para los tres patdgenos (Azizan et al., 2017). Aungue no existen estudios
sobre la actividad especifica del trans-p-cariofileno sobre el biofilm de las bacterias analizadas
en el estudio, se puede inferir que este componente presenta algin efecto sobre la estructura de

las bacterias Gram negativas.

Por otra parte, el a-felandreno representa el componente menos estudiado entre los
encontrados en el AE de LOF, no se han documentado estudios sobre su actividad antibacteriana

ni antibiofilm de la molécula individual, lo anterior puede deberse a que no supera el 1% de
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cantidad relativa en la mayoria de los AE en los cuales se ha reportado su presencia (Bazargani y

Rohloff, 2016).

A diferencia del o-felandreno, el p-cimeno representa uno de los componentes mas
comunes entre los AE con actividad biologica demostrada (Swamy, Akhtar y Sinniah, 2016;
Peng et al., 2018; Bouyahya et al., 2019; Lagha et al., 2019). Entre los efectos bioldgicos de los
AE que contienen p-cimeno se destacan la accion antimicrobiana (Yang, Chao y Liu, 2014;
Mitropoulou et al., 2015), antifungica (Kedia et al., 2014; Aznar et al., 2015), antibiofilm
(Agullo et al., 2017) y antiinflamatoria (Conte et al., 2017). El posible mecanismo de accion de
este componente, que representa el 5.7% del AE de LOF, se ha asociado con reduccion en el
potencial de membrana y perturbacién de la bicapa lipidica (Marchese et al., 2017). Sin
embargo, la actividad biologica del p-cimeno como molécula independiente es baja en
comparacion con los fenoles monoterpénicos timol y carvacrol (Cristani et al., 2007). Miladi et
al. (2017), demostraron el efecto sinérgico entre el p-cimeno y la tetraciclina en la inhibicion del
biofilm de S. aureus, obteniendo una CMIB de 4 pg/mL (Miladi et al., 2017). Con base en lo
anterior, se puede inferir que la combinacion entre las actividades bioldgicas de los componentes
de LOF da como resultado la actividad antibiofilm sobre S. Enteritidis, hasta el momento no

reportada en la literatura.

Otro AE que tuvo efecto inhibitorio sobre la formacion del biofilm de S. Enteritidis fue el
extraido de Cymbopogon martini, con reduccién en la formacion del biofilm en 62.5% a una
concentracion de 0.5 mg/mL. Este AE tiene geraniol como su componente mayoritario a una

cantidad relativa de 38.7%.

El geraniol (C10H180) es un monoterpenol alifatico, su presencia ha sido documentada en
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los AE de Cymbopogon martini (Kakaraparthi et al., 2015), Pelargonium graveolans (Essid et
al., 2017), Rosa damascena, Rosa centifolia (Labadie et al., 2015) y C. nardus (De Toledo et al.,
2016). Diferentes estudios han demostrado la actividad antimicrobiana del geraniol frente a
cepas de E. coli, obteniendo CMI entre 0.6 mg/mL y 1.38 mg/mL (Ili¢ et al., 2014; Tomadoni et
al., 2015; Guimarées et al., 2019); también se ha documentado el efecto antibacteriano del
geraniol sobre S. Enteritidis a una CIM de 2.8 mg/mL (Ili¢ et al., 2014). Sin embargo, aln no se
ha publicado en la literatura el efecto del geraniol frente al biofilm de E. coli y S. Enteritidis, ni
tampoco el efecto inhibitorio del biofilm del AE de C. martini contra estos dos microorganismos,
lo cual evidencia la pertinencia del presente estudio en la busqueda de nuevos candidatos con

efecto antibiofilm sobre bacterias patdgenas.

El efecto del geraniol sobre la formacion del biofilm se ha investigado en modelos
bacterianos Gram positivos como S. aureus y S. epidermidis, con reducciones del 99% a una
concentracion de 1 mg/mL en el caso de S. aureus, e inhibiciones del biofilm del 93% a
concentraciones de 0.25 mg/mL frente a S. epidermidis (Kannappan et al., 2017; Pontes et al.,
2019). Se ha determinado el efecto antibacteriano de este monoterpenol en combinacion con
diferentes antibioticos; Rosato et al. (2007), evaluaron la interaccion entre el geraniol y la
norfloxacina sobre la actividad antimicrobiana frente a B. cereus y S. aureus, demostrando la
existencia de un efecto sinérgico en esta combinacion (Rosato et al., 2007). Adicionalmente, llic
et al. (2014), también han reportado el efecto sinérgico del geraniol en combinacién con
cloranfenicol contra los bacilos Gramnegativos E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis y K.
pneumoniae (Ili¢ et al., 2014). Lo anterior sugiere la necesidad de realizar ensayos de actividad

sinergica entre el AE de C. martini y diferentes antibioticos, con el propdésito de mejorar las
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actividades bioldgicas demostradas.

Segun los resultados presentados en la Tabla 6, la cantidad relativa de geraniol en el AE
se encuentra directamente relacionada con la actividad antibiofilm frente a S. Enteritidis. Lo
anterior se evidencia debido a que el AE de C. martini presenté la mayor cantidad relativa de
eugenol (38.7%) y fue el Unico que exhibid propiedades antibiofilm; a diferencia de los AE con
menor cantidad relativa de geraniol, como los AE de C. nardus (17.8%), C. flexuosus (7.9%) y
Lippia alba quimiotipo citral (6.1%), que redujeron biofilm en menos del 15% a la mayor
concentracion evaluada (3 mg/mL). Los demas componentes presentes en el AE de C. martini,
también han exhibido actividad antibiofilm; Prakash et al. (2019), determinaron la actividad
antibiofilm sobre S. Typhimurium del linalol encapsulado en nanoemulsiones (Prakash et al.,
2019); en otro estudio realizado por Kacaniova et al. (2020), se demostré el efecto inhibitorio
sobre el biofilm de B. subtilis y S. maltophiila del AE de Coriandrum sativum, cuyos
componentes mayoritarios fueron linalol y acetato de geranilo, que representaron el 72.98% de

su composicion total (Ka¢aniova et al., 2020).

El anélisis de los resultados de actividad antibiofilm del AE de C. martini permiten inferir
que la accidn bioldgica de este AE se debe a la interaccidn entre sus componentes mayoritarios y

minoritarios, entre los cuales se encuentra el geraniol, el linalol y el acetato de geranilo.

La determinacién del efecto del AE de Tagetes lucida sobre la formacion del biofilm de
Salmonella Enteritidis ATCC 13076, mostro una reduccion de la formacion de biofilm del 67% a
una concentracion de 1.5 mg/mL. Los estudios acerca del efecto inhibitorio del biofilm de AE y
extractos derivados de plantas del género Tagetes son muy escasos; entre estos se destaca el

trabajo de Romero et al. (2016), que evaluuaron el efecto de extractos de plantas del género
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Tagetes sobre el biofilm de Staphylococcus sp, y obtuvieron una reduccion del 60% a una
concentracion de 50 pg/mL (Romero et al., 2016). Por otra parte, Souza et al. (2016), probaron
el efecto inhibitorio del AE de T. erecta sobre el biofilm de Candida tropicalis, y reportaron
efectos inhibitorios a concentraciones de 0.5 mg/mL (Souza et al., 2016). Los componentes
mayoritarios reportados del AE de Tagetes erecta son dihidrotagetona, piperitona y terpinoleno
(Marotti et al., 2004; Armas et al., 2012), los cuales difieren de los obtenidos en el AE de T.

lucida, los cuales fueron estragol y p-mirceno.

El efecto inhibitorio del AE de T. lucida sobre el biofilm de Salmonella Enteritidis no ha
sido reportado en la literatura cientifica, lo cual demuestra que, aunque en los Gltimos afios se
han incrementado las investigaciones sobre actividad bioldgica de compuestos naturales, aun
existen efectos bioldgicos de diferentes compuestos vegetales por descubrir. La actividad
bioldgica obtenida del AE de T. lucida puede ser producto de la interaccion de sus componentes
principales estragol (79.9%) y B-mirceno (0.9%). Con referencia a la actividad bioldgica del
estragol, Marotti et al. (2004), demostraron el efecto antimicrobiano limitado del estragol sobre
cepas bacterianas de S. sonnei y S. flexneri (Marotti et al., 2004). En un estudio posterior,
Andrade et al. (2015), evaluaron el efecto antimicrobiano del AE de Croton zehntneri frente a S.
aureus, B. subtilis, B.cereus, P. aeruginosa y C. albicans; obtuvieron CMI inferiores a 100
pg/mL, la actividad biologica exhibida se asocié con el efecto de la interaccion de sus
componentes con el compuesto principal estragol (84.7%) (Andrade et al., 2015). La evaluacion
de la actividad antimicrobiana del B-mirceno frente a B. cereus, S. Typhimurium, S. aureus y E.
coli ha permitido determinar que el 3-mirceno no posee actividad antimicrobiana por si solo, por

lo tanto, requiere de la interaccion con otros componentes presentes en el AE para ejercer una
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actividad bioldgica, en este sentido, la inhibicion de la formacion de biofilm de S. Enteritidis.

3.3.2. Evaluacion del efecto de LTC Il sobre E. coli O157:H7 y S. Enteritidis ATCC 13076

mediante Analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Mediante SEM se analizo el efecto del AE de LTC Il sobre la estructura del biofilm de S.
Enteritidis ATCC 13076 y E. coli O157:H7. El anélisis por SEM permitié identificar las capas
del biofilm formadas por S. Enteritidis ATCC 13076 (Figura 14 A) y E. coli O157:H7 (Figura
14 C) después de crecer durante 24 h sin tratamiento con AE (Control), de igual manera, se
observo la interrupcion de la actividad celular y de la integridad estructural del biofilm de S.
Enteritidis ATCC 13076 (Figura 14 B) y E. coli O157:H7 (Figura 14 D) a las concentraciones
subinhibitorias evaluadas. Los resultados obtenidos se correlacionan con los ensayos de

inhibicidn del biofilm reportados anteriormente.
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Figura 14

Imégenes de SEM de la formacién del biofilm de S. Enteritidis ATCC 13076 (A), y E. coli
0157:H7 (C). Interrupcion en la formacion del biofilm de S. Enteritidis ATCC 13076 (B) y E.
coli 0157:H7 (D), después del tratamiento con el AE de LTC Il. Las imagen

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Oh et al. (2017), quienes
realizaron un estudio de imagenes por SEM para evaluar el efecto antibiofilm de los AE de
orégano y tomillo sobre E. coli y Salmonella spp. Los resultados permitieron determinar que los
AE producen una disminucién en las capas del biofilm y en la rugosidad del mismo, dando por

resultado un biofilm delgado y liso con menos densidad bacteria (Oh et al., 2017). Kerekes et al.
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(2019), evaluaron el efecto de los AE de Cinnamomum zeylanicum, Origanum majorana y
Thymus vulgaris sobre la estructura del biofilm de bacterias patdgenas, entre las cuales se destaca
E. coli. Los resultados obtenidos por SEM mostraron que la interaccién de los AE con E. coli
produce la desaparicion de la estructura tridimensional del biofilm incrustada en la matriz de
exopolisacarido, dando como resultado estructuras simplificadas con microcolonias bacterianas
anexas (Kerekes et al., 2019); estos resultados son congruentes con los obtenidos por SEM en

esta investigacion.

3.4. Conclusiones

o El AE de L. origanoides quimiotipo timol-carvacrol Il present6 la mayor actividad
antibiofilm frente a las bacterias Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis,

con una CMIB de 0.19 mg/mL

. Los AE con mayor actividad antibiofilm se caracterizaron por tener entre sus
componentes a monoterpenos con actividad biolégica comprobada, tales como carvacrol, timol,

trans-p-cariofileno, y-terpineno y p-cimeno.

o El AE de LTC Il afecta la integridad estructural del exopolisacarido del biofilm de
Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis, inhibiendo la arquitectura del

biofilm y contribuyendo a su erradicacion segun los resultados de andlisis por SEM.
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4. Evaluacion de la actividad antiquorum sensing de aceites esenciales de las familias
verbenéaceae, poaceae, lamiaceae y asteraceae sobre un modelo bacteriano gram negativo

4.1. Introduccioén

El quorum sensing (QS) es un mecanismo de comunicacion bacteriana dependiente de la
densidad celular, el cual implica la produccion de moléculas de sefializacion extracelular
Ilamadas autoinductores (Castillo-Juarez et al., 2015). El QS no sélo les permite a las bacterias
exhibir un comportamiento social, también influye en la patogenicidad y en la expresion de
factores de virulencia (Piewngam et al., 2020). La produccion de estos factores de virulencia se
ha asociado con un incremento en la resistencia bacteriana y un aumento de la competencia
genética (Wang, Payne y Bentley, 2020). Entre las bacterias Gram positivas, se ha demostrado
que en patogenos tales como Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes y Enterococcus faecalis, el QS es el principal responsable de la expresion de
factores de virulencia como moléculas de adhesidon, hemolisinas, toxinas, fosfolipasas y
proteasas (Rutherford y Bassler, 2012; Yu et al., 2017; Paulander et al., 2018; St¢pien-Pys$niak et
al., 2019). De manera similar, en bacterias Gram negativas como P. aureginosa y Vibrio
cholerae; la produccién de factores de virulencia como piocianina, proteasas, polisacéridos
extracelulares, toxinas, ramnolipidos y alginatos son regulados por un complejo mecanismo de

QS (Myszka et al., 2016; Newman, Floyd y Fothergill, 2017; Gorelik et al., 2019).
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4.1.1. Relacién entre QS y la formacion de biofilm

La deteccion de las acil homoserina lactona (AHL), la activacion de los reguladores de
respuesta y la amplificacion de sefiales de QS conducen a cambios en la expresion génica que
pueden afectar muchos procesos celulares, incluidos la formacion del biofilm. Estos cambios
pueden ser notables como los observados en P. aeruginosa, donde hasta el 10% del genoma esta

regulado por QS (Lee and Zhang, 2014).

Los cambios estructurales importantes relacionados con la formacion del biofilm,
incluyen la produccion de exopolisacaridos (EPS) dirigida por la sefializacién de cdi-GMP, lo
anterior permite una mejor adhesion en la superficie del huésped. Ademas, la sefializacion por
cdi-GMP se relaciona con la formacion de celulosa, alginato, adhesinas y otras moléculas
relevantes en la formacion del biofilm de diferentes bacterias. La sefializacion por QS se ha
asociado con un incremento en el cdi-GMP intracelular que promueve el paso del estado
planctonico al estado sésil, en gran parte debido a la sintesis de carbohidratos y proteinas
estructurales importantes en la constitucion de los biofilms (Ahmad et al., 2020; Hee et al.,

2020).

Se ha documentado también que en algunas especies bacterianas el QS es importante para
coordinar la disociacion del biofilm (Roy et al., 2018). La dispersion del biofilm es esencial para
permitir que las bacterias escapen y colonicen nuevos nichos cuando los nutrientes y otros
recursos se vuelven limitados y los productos de desecho se acumulan (Fleming y Rumbaugh,

2018). Existen diferentes estrategias por medio de las cuales puede llevarse a cabo la dispersion
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del biofilm, entre estas, se destacan la terminacion de la sintesis de los compuestos de la matriz,
la degradacion de la matriz y la interrupcion de las interacciones no covalentes entre los
componentes de la matriz (Guilhen, Forestier y Balestrino, 2017). Se ha reportado (Solano,
Echeverz and Lasa, 2014; Aswathanarayan and Vittal, 2018; Yan and Wu, 2019), que las
complejas redes de comunicacion del QS pueden intervenir en la dispersion del biofilm de
diferentes bacterias patdgenas, entre las cuales se encuentran Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae, Xanthomonas campestris y Staphylococcus aureus. En la Tabla 7, se presentan genes

regulados por QS asociados con virulencia y formacién del biofilm.

Tabla 7

Genes de bacterias patdgenas asociados con virulencia y formacion del biofilm regulados por

QS

Gen Bacteria Factores de virulencia Referencia
CtxA, ctxB  V.cholerae Enterotoxina colérica (Zhu et al., 2002)
HapA V. cholerae Proteasa HA (Zhu et al., 2002)
FlaA V. cholerae Produccion de (Giacomucci et al.,

exopolisacarido 2019)
plcR B. cereus Enterotoxina, hemolisina, (Rutherford y
colagenasa, fosfolipasa, Bassler, 2012)
proteasa
RNAIII S. aureus d-Hemolisina, a-toxina, (Figueroa et al.,
fibronectina, coagulasa, 2014)
proteinasa, lipasa
PhzA-G P. aeruginosa Produccion de piocianina (Lee y Zhang, 2014)
toxA P. aeruginosa Produccion de exotoxina (Nazzaro, Fratianni
y Coppola, 2013)
lasA P. aeruginosa Actividad proteasa (Ahmed et al., 2019)
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lasB P. aeruginosa Actividad elastasa (Ahmed et al., 2019)
rhlAB P. aeruginosa Produccion de ramnolipidos ~ (Ahmed et al., 2019)
LecA P. aeruginosa Produccion de lectina (Lee y Zhang, 2014)

4.1.2. El mecanismo de QS como objetivo terapéutico

Debido a la importancia del QS en la patogénesis microbiana, en la formacién de biofilm
de algunas bacterias y en la resistencia bacteriana a multiples farmacos en los ultimos afios, los
estudios sobre los mecanismos de QS se han incrementado (Krzyzek, 2019; Paluch et al., 2020;
Piewngam et al., 2020), al igual que la busqueda de nuevos blancos terapéuticos en la via de
sefializacion del QS. En este contexto, el bloqueo del QS, constituye una estrategia alternativa

para el control de las infecciones bacterianas y sus mecanismos de resistencia asociados.

Una de las maneras de interrumpir el circuito de QS es mediante la destruccion
enzimatica de la sefial del QS, conocida como quorum quenching (QQ) (Romero, Acuna y Otero,
2012; Grandclément et al., 2015; Murugayah y Gerth, 2019). Las enzimas del QQ se han
estudiado ampliamente en bacterias Gram negativas, los estudios se han dirigido hacia enzimas
que degradan las AHL, entre las cuales se destacan las AHL-lactonasas y las AHL-acilasas
(Chen et al., 2013; Utari, Vogel y Quax, 2017; Wahjudi et al., 2019). Las AHL-lactonasas
escinden el anillo de homoserina lactona presente en las AHL mediante una hidrolisis reversible,
lo que hace que la molécula de QS sea incapaz de unirse al regulador transcripcional apropiado
y, por lo tanto, atenuar la efectividad de la molécula sefial; diversos estudios (Guendouze et al.,

2017; Dong et al., 2018), han demostrado que las AHL-lactonasas pueden degradar las sefiales
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de AHL en bacterias Gramnegativas, entre ellas figuran P. aeruginosa y A. baumannii, y afectar
los fenotipos asociados a virulencia. La accion de las AHL-acilasas permite hidrolizar
irreversiblemente el enlace amida entre la cadena acilo y el resto homoserina de la AHL, que
ocasiona una liberacion de la homoserina lactona y de su correspondiente acido graso asociado,
que no exhibe ninguna actividad de sefializacion (Utari, Vogel y Quax, 2017). Las AHL-acilasas
se han encontrado y caracterizado en diversas bacterias, entre ellas aparecen Ralstonia

erythropolis, Shewanella spp, y Streptomyces spp (Chen et al., 2013).

Otro mecanismo para bloquear el QS lo constituye la inhibicion de la sintesis de la sefial
de QS, que puede interferir en la accion de enzimas biosintéticas. Un ejemplo de lo anterior lo
constituye el acido ambuico, un metabolito secundario fungico que se une e inhibe la actividad
enziméatica de homdlogos de agrB, como se ha demostrado en S. aureus, E. faecalis y L.
innocua, lo que conduce a una inhibicion de los péptidos autoinductores (AIP) (Nakayama et al.,
2009; Vadakkan et al., 2018). En bacterias Gram negativas, se ha documentado la accion de la
sinefungina y la S-adenosil-L-metionina, anédlogos de la S-adenosilhomocisteina y S-
adenosilcisteina, que pueden disminuir la sintesis de AHL, produciendo la inhibicion de la

actividad de rhll en P. aeruginosa (Fleitas Martinez et al., 2018; Kalia et al., 2019).

Otro posible blanco de accién para inhibir el QS esta relacionado con el blogueo del
receptor de QS y la transduccion de la sefial; la mayoria de los inhibidores de QS estan dirigidos
a la interaccién de la sefial con su receptor por un modo competitivo o no competitivo (Jiang et
al., 2019). Las furanonas, las primeras moléculas con capacidad inhibitoria del QS fueron sobre
las cuales se pensaba inicialmente que funcionaban de manera competitiva, luego, se descubrid

que las furanonas acttan blogueando la sefial de LuxR, lo cual conduce a la inhibicion de la
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expresion de factores de virulencia, aumento de la susceptibilidad del biofilm a la accién de los
antibidticos e incremento de la eliminacion de P. aeruginosa en modelos agudos de infeccion
pulmonar (Manefield et al., 2002; Rémy et al., 2018). Ademas de las furanonas, los derivados de
flavonoides y el éster bencilico de N-decanoil-L-homoserina también han sido asociados con
inhibicion del QS de bacterias Gram negativas y disminucion en la expresion de genes de
virulencia (Yang et al., 2012; Paczkowski et al., 2017). Referente a la inhibicion del QS en
bacterias Gram positivas, es importante resaltar que aquellas, clinicamente importantes, tienen el
sistema de QS dependiente de Agr, por lo tanto, la mayoria de los farmacos inhibidores del QS
en bacterias Gram positivas se dirigen hacia Agr y, especificamente, al receptor AgrC o al
regulador de respuesta AgrA, la mayoria de los cuales funcionan como inhibidores competitivos
de la unién de AIP a AgrC (Gray, Hall y Gresham, 2013; Banerjee y Ray, 2017; Khan et al.,

2018).

4.1.3. Inhibidores del QS

Para seleccionar inhibidores del QS efectivos, se ha propuesto que deben cumplir con los
siguientes criterios: (a) ser moléculas pequefias con la capacidad de reducir la expresién génica
dependiente de QS, (b) ser altamente especificos para un regulador de QS sin efectos adversos
sobre la bacteria o el huésped, (c) ser quimicamente estables y resistentes a la degradacion por
diversos sistemas metabolicos del huésped y (d) ser estructuralmente mas largos que el AHL
nativo (Vattem et al., 2007; Kalia, 2013; Brackman y Coenye, 2014). Se ha descrito que las

anteriores caracteristicas disminuyen notoriamente las posibilidades de que las bacterias se
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vuelvan resistentes a dichas moléculas, que generalmente ejercen presion de seleccion durante el
tratamiento de las infecciones, ademas, es poco probable que estos compuestos afecten la
poblacion de bacterias beneficiosas presentes en el huésped (Rasmussen et al., 2005; Zhao, Yuy

Ding, 2020).

Los inhibidores del QS pueden ser sintéticos o naturales; los inhibidores sintéticos se
basan principalmente en moléculas sintetizadas que son analogas o tienen modificaciones en
autoinductores y moléculas implicadas en el QS. Entre los analogos de sefial se destaca el
antranilato de metilo, que reprime la produccién de la sefial de quinolonas de Pseudomonas
(PQS) v, por lo tanto, se reduce la sintesis de elastasa sin afectar el crecimiento de Pseudomonas;
un efecto similar se ha demostrado recientemente en Aeromonas sobria (Papenfort, Bassler y
Chase, 2017; Li et al., 2020). Otros inhibidores sintéticos modifican la cadena lateral de AHL,
entre estos, se destacan aquellas moléculas sintéticas que reemplazan el enlace carboxamida, por
un enlace sufonamida, lo que resulta en la inhibicién de la bioluminiscencia de V. fisheri
(Castang et al., 2004). Los inhibidores sintéticos presentan otros mecanismos de accién para
bloguear el QS de diferentes bacterias patégenas, entre los cuales se encuentra su funcién como
antagonistas de las interacciones entre ligando-receptor o actuar como anélogos del alquilo de
2,3-dihidroxi-pentadiona (DPD), bloguear sensores de histidina unidos a la membrana quinasa
mediante la sefial QseC, lo cual permite inactivar genes de virulencia y modificar la sefial AIP 11
para inhibir la virulencia dependiente de Agr en S. aureus (Lowery et al., 2013; Papenfort,

Bassler y Chase, 2017; Rémy et al., 2018; Rodriguez-L6pez et al., 2019).

Los inhibidores naturales del QS pueden ser de origen procariota. En este caso se utilizan

principalmente cuatro tipos de enzimas para degradar la sefial de QS; las lactonasas de AHL y las
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decarboxilasas asociadas con la hidrdlisis del anillo de lactona, y las acilasas de AHL y
desaminasas relacionadas con el corte de la cadena lateral de acilo (Polkade et al., 2016; Dessaux
y Faure, 2018). Entre estas enzimas las acilasas de AHL son las mas estudiadas, descubiertas en
Ralstonia sp y P. aeruginosa PAO1, que comparten un 39% de la identidad a nivel de
aminoacidos; y las lactonasas de AHL, encontradas en diferentes especies del género Bacillus,
como B. cereus, B. subtilis y B. thuringiensis, asociadas con una alta especificidad sobre residuos
de lactona de 4 y 12 atomos de carbono (Chen et al., 2009; Sari, Rusmana y Akhdiya, 2016;

Utari et al., 2018; Raafat, Ali-Tammam y Ali, 2019).

Los inhibidores naturales también han sido identificados en animales, que producen
enzimas relacionadas con QQ); entre ellas se destacan ratones, peces cebra y cerdos que poseen
acilasas que bloquean las sefiales de QS dependiente de hexanoil-homoserina lactona (C6-HSL)
y 3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (30C-12HSL) presentes en A. hydrophila y P. putida
(Rémy et al., 2018; Murugayah y Gerth, 2019). Se han documentado también inhibidores
naturales relacionados con hongos, entre estos, se encuentran moléculas inhibidoras de la sefial
de QS en P. aeruginosa y S. Typhi como la patulina y el acido penicilico producido por
Penicillium spp; también, se ha reportado que los pigmentos elaborados por el hongo Auricularia
auricular inhiben la produccion de violaceina en C. violaceum (Zhu, He and Chu, 2011;

Vijayababu et al., 2018; Ghosh, Das y Mallik, 2019).

Entre los inhibidores naturales mas estudiados se destacan los derivados de plantas. Se ha
demostrado que los extractos de plantas inhiben el QS debido principalmente a su similitud
estructural con algunas sefiales relacionadas con el mecanismo de QS, tales como las AHL;

también ha sido reportada la capacidad de los compuestos vegetales para degradar las sefiales de
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los receptores LuxR/LuxS (Teplitski, Mathesius y Rumbaugh, 2011; Bouyahya et al., 2017
Asfour, 2018). Se ha publicado el efecto de la Curcuma longa y su compuesto mayoritario, la
curcumina, asociada con inhibicion de la expresion de genes de virulencia en P. aeruginosa

PAOL1 (Bahari et al., 2017).

Otros compuestos vegetales destacados con actividad inhibitoria del QS son los
flavonoides quercetina y naringenina, que tienen la capacidad de inhibir la bioluminiscencia de la
bacteria V. harveyi, asociada con regulacion dependiente de QS (Vikram et al., 2010). Gopu et
al., estudiaron en 2016 que la antocianina-cianidina inhibia significativamente fenotipos
dependientes de QS como la formacién de biofilm (72.43%), produccion de violaceina (73.96%)
y produccién de EPS (68.65%) en el patogeno oportunista Klebsiella pneumoniae, de una

manera dependiente de su concentracion (Gopu y Shetty, 2016).

Entre los inhibidores del QS de origen vegetal se destacan los AE que se conocen
principalmente por su aplicacion en medicina tradicional, en la Industria alimentaria y por sus
efectos antimicrobianos, antioxidantes y anticancérigenos (Luciardi et al., 2020); sus
componentes son ampliamente aceptados como aditivos alimentarios debido a su naturaleza
biodegradable (Stevanovic¢ et al., 2018). Entre los AE que han exhibido actividad inhibitoria del
QS se encuentran Lippia origanoides, Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Elettaria
cardamomum, Citrus clementina, entre otros (Cervantes-Ceballos, Caballero-Gallardo y Olivero-
Verbel, 2015; Abdullah et al., 2017; Poli et al., 2018; Camele et al., 2019). En la Tabla 8 se

muestran AE con actividad inhibitoria del QS frente a diferentes microorganismos.
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Tabla 8

Aceites esenciales con actividad inhibitoria del

microorganismos

quorum sensing frente a diferentes

Aceite esencial Microorganismo

Mentha suaveolens C. violaceum
Eucaliptus polybractea C. violaceum
Citrus clementina C. vioaceum
C. limon C. violaceum
Helychrisun italicum C. violaceum
C. paradisi P. aeruginosa

E. radiata C. violaceum

E. globulus C. violaceum

P. aeruginosa
P. aeruginosa

Ferula asafoetida
Dorema aucheri

Carum copticum C. violaceum
Elettaria cardamomum C. violaceum

Mentha piperita A. hydrophyla
C. violaceum

Cinnamomum cassia C. violaceum
P. aeruginosa

Syzygium aromaticum C. violaceum
P. aeruginosa

Piper bogotense C. violaceum

P. brachypodom C. violaceum
P. bredemeyeri C. violaceum
Cinnamomum camphora C. violaceum
Salvia sclarea C. violaceum
Origanum majorana C violaceum
Lippia graveolans C. violaceum
Melaleuca alternifolia C violaceum

CMIQ Referencias
(mg/mL)
0.10 (Poli et al., 2018)
0.05 (Poli et al., 2018)
0.4 (Poli et al., 2018)
0.4 (Poli et al., 2018)
0.8 (Poli et al., 2018)
0.1 (Luciardi et al., 2020)
0,5 (Luis et al., 2016)

1 (Luis et al., 2016)
0.02 (Sepahi et al., 2015)
0.02 (Sepahi et al., 2015)
0.23 (Snoussi et al., 2018)
0.3 (Abdullah et al., 2017)
0.2 (Husain et al., 2015)
0.2
0.2 (Kalia, 2013)

0.6

0.08 (Khan et al., 2009)

0.4

0.6 (Olivero, Pajaro y
Stashenko, 2011)

0.1 (Olivero, Pajaro y
Stashenko, 2011)

0.5 (Olivero, Pajaro y
Stashenko, 2011)

0.6 (Wang et al., 2019)

1 (Kerekes et al., 2013)

1 (Kerekes et al., 2013)
6.25 (Alvarez et al., 2014)

5 (Noumi et al., 2018)

CMIQ: Concentracion Minima Inhibitoria del QS
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Materiales

En relacion con las bacterias estudiadas, la cepa de Chromobacterium violaceum CV026
fue donada por el cepario del Grupo de Biologia Molecular y Biotecnologia de la Universidad de

Santander.

17 AE extraidos y caracterizados en el Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aroméaticas Medicinales Tropicales (CENIVAM),

de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia).

Lippia alba, Quimiotipo carvona (LACA)

L. alba, Quimiotipo citral (LACI)

Cymbopogon nardus (CN)

C. martini (CM)

C. flexuosus (CF)

L. origanoides, Quimiotipo timol-carvacrol | (LTC I)

L. origanoides, Quimiotipo timol-carvacrol (LTC II)
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L. origanoides, Quimiotipo felandreno (LOF)

Rosmarinus officinalis (RO)

Salvia officinalis (SO)

Swinglea glutinosa (SG)

Tagetes lucida (TL)

Thymus vulgaris (TV)

Satureja viminea (SV)

Cananga odorata (CO)

Citrus sinensis (CS)

Elettaria cardamomum (EC)

El medio de cultivo Luria Bertani (LB), fue obtenido de Oxoid (Hampshire, UK). El
Dimetilsulfoxido (DMSO) grado HPLC y la N-Hexanoil-L-Homoserina Lactona (C6HSL)
fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Alemania). Las microplacas de 96 pozos de poliestireno

de fondo plano fueron marca Biologix.

Todas las reacciones y ensayos de actividad antibiofilm fueron realizados empleando
agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, extraida del equipo de laboratorio Smart2 Pure de Thermo

Scientific (Helsinki, Alemania).
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4.2.2. Métodos

Para realizar la evaluacion de la actividad anti-QS in vitro de diferentes AE en cultivos de
Chromobacterium violaceum CV026, se llevé a cabo la metodologia desarrollada por Blosser et

al. (Blosser y Gray, 2000) con algunas modificaciones, la cual se describe en la figura 15.

Figura 15

Metodologia para la determinacion de la actividad anti-QS de los AE frente a la bacteria
Chromobacterium violaceum CV026

_ 2685 uL LB

Cultivo . 150 uL AE
Chromobacterium 150 uL CV026 Incubacién 20 horas a 25°C
violaceum CV 026 15 uL C6HSL

Congtrol

AT

Determinacion de

UFC/mL
Extraccion

Cuantificacion 595 nm Violaceina
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4.2.3. Determinacion de la actividad antiquorum sensing in vitro

La evaluacion de la actividad anti-QS in vitro de los AE frente a CVV026, se llevd a cabo
de acuerdo con el método de evaluacién de la produccion de violaceina desarrollado por (Blosser
and Gray, 2000) con algunas modificaciones. Los ensayos experimentales de inhibicién en la

produccidn de violaceina se realizaron utilizando recipientes de vidrio de 20 mL con tapa.

Para determinar la actividad anti-QS de los AE frente a CV026, se prepar6 un preinoculo
del microorganismo en caldo LB durante 12 h a 25 °C y 150 rpm hasta alcanzar una
concentracion bacteriana de 10%-10" UFC/mL. Posteriormente, 150 pL del indculo bacteriano
fueron adicionados en un recipiente de vidrio junto con 2685 pL de medio LB, 15uL de C6HSL
a una concentracion final de 10 pumol/mL y 150uL del AE en concentraciones subinhibitorias
(subCMI) para cada AE; esta concentracion subCMI fue determinada utilizando el método de
microdilucion en caldo (Véase capitulo 2). Los recipientes fueron incubados a 25 °C y 150 rpm
durante 20 h. EI microorganismo creciendo en ausencia de AE se utilizd6 como control negativo

de inhibicion.

Después de la incubacion, 1 mL de cada una de las muestras se centrifugé a 13000 g
durante 10 min. El sobrenadante fue descartado y el sedimento se solubiliz6 en 1 mL de DMSO
al 50%. La solucion se agitd6 con vortice durante 30 s para homogeneizar la violaceina.
Posteriormente, se centrifugd nuevamente a 13000 g durante 10 min para eliminar los restos
celulares. La violaceina fue cuantificada espectrofotométricamente a OD595 (UV-1800

Shimadzu, Japén) segun lo descrito por (Choo, Rukayadi and Hwang, 2006).

El porcentaje de inhibicion en la produccion de violaceina se calculé mediante la
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siguiente ecuacion:

Porcentaje de inhibicién = (Abs control positivo - Abs experimental) x 100

Abs control positivo

La viabilidad celular de la bacteria CV026 se determinG por recuento en placa de
bacterias viables (\VVéase capitulo 3). Todos los experimentos se llevaron a cabo con tres replicas
bioldgicas. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para comparar entre los grupos tratados
y sin tratar con el AE. Las diferencias con un valor de p <0.05 fueron considerados como

significativos.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Determinacion de la actividad anti-QS in vitro

La evaluacion de la actividad antiQS de los 17 AE se realiz utilizando la bacteria
biosensora CVV026. Las concentraciones de cada AE utilizadas en los ensayos experimentales
correspondieron a concentraciones subinhibitorias, determinadas por el método de microdilucién
en caldo, previamente enunciado (véase capitulo 2). Se utilizaron concentraciones subinhibitorias
para garantizar que se estaba inhibiendo la comunicaciéon bacteriana y no el crecimiento

bacteriano planctonico de CV026. Los resultados obtenidos del ensayo de actividad
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antibacteriana de los 17 AE frente a CVV026 se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9

Determinacion de la CMI50 y la CMB de los AE evaluados frente a CV026

Cadigo

LACA

LACI
CN
CM
CF
LTCI
LTCH
LOF
RO
SO
SG
TL
TV
SV
CO
CS
EC

Aceite esencial

Lippia alba (carvona)

L. alba (citral)

Cymbopogon nardus

C. martini

C. flexuosus

L. origanoides (timol-carvacrol 1)
L. origanoides (timol-carvacrol 1)
L. origanoides (felandreno)
Rosmarinus officinalis

Salvia officinalis

Swinglea glutinosa

Tagetes lucida

Thymus vulgaris

Satureja viminea

Cananga odorata

Citrus sinensis

Elettaria cardamomum

CV026
CMlso (mg/mL) CMB (mg/mL)

>3 >3

>3 >3

>3 >3

>3 >3

>3 >3
0.75 +£0.25 1.5+0.21
0.37 £0.03 0.75+0.10

>3 >3

>3 >3

>3 >3

>3 >3
1.5+0.18 >3
0.37 £0.05 0.75 0.1

>3 >3

>3 >3

>3 >3

>3 >3

Entre los AE analizados, la mayor actividad antimicrobiana contra CV026 se obtuvo con

los AE de LTC Il y TV, con una CMlsp de 0.37 mg/mL y una CMB de 0.75 mg/MI. Los AE de
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LTC I y TL exhibieron actividad antimicrobiana contra CV026, con una CMlso de 0.75 y 1.5

mg/mL, respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran una CMlsp en los AE de LTC Il'y TV inferiores a los
reportados en la literatura para otros AE; en 2018 Noumi et al., determinaron una CMlso de 10
mg/mL para el AE de Melaleuca alternifolia y de 0.125 mg/mL para su principal componente
terpinen-4-ol (Noumi et al., 2018). En otras investigaciones (Poli et al., 2018; Snoussi et al.,
2018) se evaluaron los AE de Carum copticum y Citrus clementina y se obtuvieron CMlsg de 0.6

mg/mL y 1.5 mg/mL, respectivamente.

Los dos AE de LTC Il'y TV con mayor actividad antimicrobiana contra CV026, tienen
timol como principal componente; que se evalud en 2018 por Zhang et al., frente a CV026 y se
determiné que su CMlso fue de 0.156 mg/mL (Y. Zhang et al., 2018), valor que se encuentra por
debajo del reportado en la presente investigacion para los AE que lo tienen como componente
mayoritario. Sin embargo, aunque el timol presenta una elevada actividad antimicrobiana, su

actividad anti-QS no es alta.

El ensayo de evaluacion de la inhibicién en la produccion de violaceina se realizd
utilizando la bacteria biosensora CVV026, un mutante mini-T5 de tipo salvaje que carece de AHL
sintasa codificada por el gen cvil, y por lo tanto, s6lo puede producir violaceina en respuesta a
moléculas de sefial AHL suministradas externamente (Kothari, Sharma y Padia, 2017). Aunque
la produccién de violaceina ha sido ampliamente estudiada por ser una caracteristica regulada
por QS, otros fenotipos como la produccion de elastasa y de cianuro también son controlados a
través de comunicacion QS mediado por la sefial AHL (Zins et al., 2001; de Vasconcelos et al.,

2003; Fairbrother et al., 2009). Los ensayos de inhibicion en la produccién de violaceina de los
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17 AE frente a CV026 se llevaron a cabo utilizando concentraciones subinhibitorias, con el
objetivo de garantizar que los resultados obtenidos sean producto del bloqueo del mecanismo de
QS, en lugar de una disminucion sobre el crecimiento de células planctonicas. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10

Evaluacion de la actividad anti-QS de AE frente a CV026

Aceite esencial CMIQ (mg/mL) Inhibicion de la violaceina
(%)
Lippia alba (carvona) 1.5 2.2
L. alba (citral) 1.5 6.4
Cymbopogon nardus 1.5 9.1
C. martini 0.75 8.1
C. flexuosus 1.5 7.3
L. origanoides (timol-carvacrol 1) 0.6 62.0
L. origanoides (timol-carvacrol I1) 0.2 84.8
L. origanoides (felandreno) 1.5 55
Rosmarinus officinalis 1.5 7.4
Salvia officinalis 1.5 8.5
Swinglea glutinosa 1.5 12.7
Tagetes lucida 0.75 6.1
Thymus vulgaris 0.2 8.9
Satureja viminea 1.5 7.7
Cananga odorata 1.5 11.8
Citrus sinensis 1.0 65.3
Elettaria cardamomum 1.5 10.7

CMIQ: Concentracién Minima Inhibitoria del Quorum Sensing

El resultado obtenido de la inhibicion en la produccion de violaceina de CV026,
utilizando diferentes concentraciones subinhibitorias de los 17 AE, permitieron evidenciar una
inhibicidn mayor del 50% en la produccién de la violaceina en tres AE evaluados, LTC I, TV y
EC. Entre estos tres AE, LTC Il presentd la mayor inhibicion en la produccion de violaceina con

una disminucion del 84.8% a una CMIQ de 0.2 mg/mL.
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Por su parte, el AE de Elettaria cardamomum exhibié una inhibicion en la produccion de
violaceina de 65.3% a una concentracion subinhibitoria de 1 mg/mL; estos resultados son
similares a los reportados en la literatura (Abdullah et al., 2017) para el AE de E. cardamomum;
Abdullah et al., en 2017 estudiaron el efecto del AE de cardamomo sobre la inhibicion del QS
utilizando la bacteria biosensora C. violaceum, los autores observaron una disminucion mayor
del 50% en la produccién de violaceina a una concentracion de 1.25 mg/mL. Sin embargo, el
posible mecanismo de accion mediante el cual este AE o su principal componente, el acetato de

terpenilo, inhiben la comunicacién bacteriana dependiente de QS aln no se ha reportado.

Los AE LTC I y LTC Il con actividad inhibitoria del QS presentaron similitud en sus
componentes principales (timol, carvacrol y trans-p-cariofileno) (Véase capitulo 2). Pese a sus
similitudes, estos AE presentan CMIQ diferentes; lo cual se puede explicar con base en que el
efecto inhibitorio en la produccion de violaceina es resultado del efecto combinado de los
componentes minoritarios y mayoritarios en estos AE. Estudios realizados con AE con
composiciones similares evidencian que el resultado obtenido con el AE de LTC Il (CMIQ de
0.2 mg/mL) se encuentra en el rango de los mejores resultados reportados en la literatura; en
2016 Myszka et al., evaluaron el efecto del AE de Thymus vulgaris y sus dos principales
componentes, timol y carvacrol, sobre el efecto del QS de CV026 y P. fluorescens KM121; los
valores de CMIQ obtenidos del AE de Thymus vulgaris fueron de 20 mg/mL, superiores a los
obtenidos con el AE de LTC Il (Myszka et al., 2016). Alvarez et al. (2014), reportaron una
CMIQ de 0.125 mg/mL sobre una cepa de C. violaceum utilizando el AE de orégano, valor
menor al obtenido con el AE de LTC Il (Alvarez et al., 2014). Las anteriores diferencias en la

CMIQ entre AE con composicion similar pero diferentes se deben principalmente a que la
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actividad bioldgica se ve afectada por factores como la temperatura, el pH del suelo, los tiempos

de cosecha e incluso la manipulacion humana de los cultivos (Camele et al., 2019).

Debido a que se ha reportado que los AE con componentes mayoritarios de carvacrol y
timol tienen actividad anti-QS (Alvarez et al., 2014; Myszka et al., 2016; D. Zhang et al., 2018;
Camele et al., 2019); su actividad ha sido evaluada con el objetivo de determinar qué tanto
influyen estos compuestos en la actividad biologica obtenida en el AE. En 2017, Tapia-
Rodriguez et al., demostraron que la inhibicion del QS en P. aeruginosa se asocia con la
reduccién en la virulencia bacteriana y la formacion del biofilm en superficies de acero
inoxidable expuestas a timol y carvacrol (Tapia-Rodriguez et al., 2017). El efecto del carvacrol
sobre la inhibicion del QS también fue evaluado en un estudio realizado por Burt et al. (2014),
en el cual los autores demostraron que el carvacrol tenia efecto inhibitorio sobre el biofilm de C.
violaceum, S. Typhimurium y S. aureus sin reducir la viabilidad celular, este efecto se atribuyo6 a
mecanismos distintos a la inhibicion del crecimiento o muerte celular, por lo tanto, se infiri6 su
asociacion con el bloque de la comunicacion bacteriana dependiente de QS. Lo anterior se
evidencid en la expresion reducida del gen cvil (gen que codifica N-acil-homoserina lactona
sintasa), en la inhibicién de produccion de violaceina mayor de 90% y en la disminucion de la
actividad quitinasa al utilizar concentraciones subinhibitorias de carvacrol frente a C. violaceum
ATCC 12472 (Burt, Victoria T.A. Ojo-Fakunle, et al., 2014). El efecto del carvacrol y el timol
sobre la produccidn de la violaceina cambia dependiendo de la cepa de C. violaceum evaluada;
en un estudio realizado en 2018 por Zhang et al., se determiné la CMIQ del carvacrol y timol
sobre CVV026 (el mismo microorganismo utilizado en la presente tesis doctoral), en el cual se

evalio una concentracion subinhibitoria de carvacrol y timol de 0.1 mg/mL y se obtuvo un
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reduccién en la produccién de violaceina de 8.35% y 12.11%, respectivamente (D. Zhang et al.,
2018). Por lo tanto, se pueden evidenciar diferencias en la actividad anti QS del carvacrol frente
a las cepas C. violaceum ATCC 12472 y C. violaceum CV026. Lo anterior permite inferir
ademas que el efecto anti-QS presentado por el AE de LTC Il no es producto solamente de la

accion de sus componentes mayoritarios.

Respecto al mecanismo de accion de los compuestos fenolicos que hacen parte de los AE,
se ha planteado que el efecto del carvacrol, timol y eugenol puede ser similar al de la zingerona;
compuesto fendlico con una fuerte actividad inhibitoria del QS. EI mecanismo de accion de la
zingerona se relaciona con la capacidad de su grupo hidroxilo fenolico de formar enlaces de
hidrogeno con el residuo Ser129 de LasR de P. aureginosa y ademas de la interaccion n-m entre
el grupo aromatico y la Tyr56, que fortalece la unién de la zingerona con el receptor de QS; lo
anterior bloguearia el mecanismo de QS (Vijendra Kumar et al., 2014; Kumar et al., 2015). Estos
resultados fueron respaldados por el estudio llevado a cabo por Jayalekshmi et al. (2016),
quienes demostraron que el grupo hidroxilo aromatico del eugenol puede formar enlaces de
hidrogeno con los aminoacidos Arg6l y Tyrd7 de LasR en P. aeruginosa y contribuir a la

inhibicion de la activacion de este receptor, reduciendo su expresion génica (H et al., 2016).

4.4. Conclusiones
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. El AE de Lippia origanoides quimiotipo timol-carvacrol Il, presento la actividad
anti-QS mas alta frente a la bacteria biosensora Chromobacterium violaceum CV026, con una

CMIQ de 0.2 mg/mL.

o La accion de los componentes fendlicos de los AE con actividad anti-QS es
importante para bloquear el receptor de QS de CV026, sin embargo, es necesario un analisis

mediante técnicas 6micas para dilucidar el posible mecanismo de accién del AE de LTC II.

. Los AE con valores bajos de CMI pueden tener efectos inhibitorios sobre el
mecanismo de QS a concentraciones subinhibitorias, lo cual indica que la diversidad de
componentes del AE le confiere un amplio rango de dianas de accion y, por lo tanto, diferentes

actividades biologicas.
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5. Determinacion de la actividad citotoxica en células eucariotas in vitro de los aceites
esenciales con mayor actividad inhibitoria sobre el biofilm y Quorum Sensing de bacterias

patogenas

5.1. Introduccién

Los AE son extensamente utilizados en la industria alimentaria y cosmética para dar
sabor a alimentos y bebidas o como fragancias naturales (Bhavaniramya et al., 2019). Ademas,
varios compuestos presentes en los AE son importantes en la industria farmacéutica debido a sus
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas y sus efectos ansioliticos
(Osuntokun, 2017). Aunque muchos AE se reconocen como seguros, se han reportado una serie
de reacciones adversas después de su uso por vias internas y externas (de Aradjo Delmondes et
al., 2019; Contini et al., 2020). Por lo tanto, se hace indispensable un conocimiento mas
profundo del perfil de seguridad de los AE para incrementar sus efectos beneficiosos y reducir

sus efectos adversos.

Los AE presentan una lipofilicidad significativa debido a un alto contenido de
monoterpenos, siendo capaces de atravesar con facilidad diferentes barreras bioldgicas. De esta
manera, la absorcion sistémica de componentes quimicos especificos es posible después de la
administracién oral o cutanea de AE, dando como resultado un efecto terapéutico beneficioso en
algunos casos y con implicaciones toxicoldgicas en otros (Kohlert et al., 1999). Después de una
administracion oral de AE, la absorciéon sistémica de varias moléculas presentes en su

composicién quimica podria ser significativa; un estudio en ratas demostré que después de la
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administracion oral de trans-anetol radiomarcado, mas del 90% de la sustancia fue absorbida
desde el tracto digestivo al torrente sanguineo, siendo posteriormente metabolizado y excretado
en heces y orina (Koriem, 2015). En un estudio realizado por Pavan et al. (2018), se probd una
formulacion de liberacion inmediata que contenia geraniol, la cual fue administrada en ratas y
mostré una biodisponibilidad absoluta del 92%, exhibiendo de esta manera una mayor absorcion

sistémica (Pavan et al., 2018).

El contacto de los AE con la piel sucede frecuentemente durante los masajes, esto podria
conducir a una absorcién sistémica de los componentes quimicos, dependiendo del tiempo de
contacto, el tamafio de la superficie cutanea expuesta y la concentracién del compuesto evaluado;
los AE y sus componentes volatiles pueden atravesar la piel y facilitar la absorcién de otros
farmacos aplicados tépicamente al inducir una modificacién conformacional de proteinas

intercelulares en la capa corneal (Herman y Herman, 2015).

La volatilidad de los AE los hace ideales para la administracion pulmonar, adecuado en el
tratamiento de enfermedades respiratorias. Sin embargo, una fraccion de los compuestos
inhalados podria absorberse rapidamente a nivel alveolar y a través de las mucosas de la via
respiratoria, con la aparicion, por lo tanto, de concentraciones plasmaticas y el posible efecto

sistémico (Horvéth y Acs, 2015).

Referente a los efectos toxicos de los AE, se han realizado estudios para evaluar los
efectos de los AE y sus componentes en animales de laboratorio, generalmente, roedores. La
toxicidad aguda se ha evaluado mediante la prueba de la dosis letal 50 (DLso) en ratas, lo cual
revel6 que la mayoria de los AE tienen un DLso de 1-20 g/kg, lo que indica su baja toxicidad. En

los humanos, algunos AE como el de limén tienen una DLso superior a 5 g/kg, es decir, que la
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dosis letal seria de 350 gr para un adulto de 70 kg, un valor dificil de alcanzar en circunstancias

normales (Tabarraei et al., 2019).

A pesar de la toxicidad baja que se ha asociada con los AE, se han reportado sus efectos
adversos, entre estos se destaca la toxicidad a nivel dermatoldgico; en arometarapia, los AE se
aplican generalmente diluidos en un aceite vehiculo, directamente sobre la piel. Las reacciones
dermatoldgicas adversas méas importantes que se han reportado incluyen irritacion,
sensibilizacion y fotosensibilizacion (Ali et al., 2015; Michalak, 2018). EI campo de la
dermatologia ha experimentado un incremento en la frecuencia de reacciones alérgicas a los AE,
probablemente debido a su creciente popularidad del uso topico (Sabroe, Holden and
Gawkrodger, 2016). Los AE son sensibilizadores conocidos y se ha documentado la dermatitis
de contacto secundaria después de haber inhalado AE (Lapeere et al., 2013). Varios AE tienen
sustancias quimicas propensas a causar sensibilidad, entre estas, se destacan limoneno, linalol,

citral y el alcohol de cindmilo (Dornic et al., 2016).

Los AE han demostrado tener efectos citotoxicos sobre lineas celulares tumorales y baja
toxicidad frente a modelos celulares eucariotas normales; entre estos AE, se destacan los del
género Thymus y sus componentes principales, carvacrol y timol. En 2012, Dirican et al.
reportaron que el timol y carvacrol son los compuestos fenolicos con mayor actividad
antioxidante, debido a que previenen el dafio oxidativo del ADN, y por tanto, puede prevenir el
cancer (Dirican, Turkez y Togar, 2012); posteriormente, también se descubrio que el carvacrol y
el timol eran activos contra el cancer de mama y el cancer colorrectal (Abaza et al., 2015). La
citotoxicidad del timol extraido de hojas de T. vulgaris se evallo in vitro contra dos lineas

celulares de cancer humano, HelLa y Hep-2, y una linea celular normal Ref (fibroblasto
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embrionario de rata); los resultaron evidenciaron mayor toxicidad (87.25%) del timol frente a la
linea celular Hela, citotoxicidad moderada (51.45%) en Hep-2 y una ligera citotoxicidad

(20.94%) frente a la linea celular Ref (Abed, 2011).

En el estudio llevado a cabo por Kozics et al. (2013), células de cancer de higado HepG2
fueron pretratadas con extractos y AE de tomillo: el resultado evidenci6 una reduccion en las
lesiones de ADN inducidas por compuestos oxidantes, esta actividad protectora puede explicarse
por elevacion de la actividad GPx y su actividad antioxidante (Kozics et al., 2013). El
mecanismo citotoxico de accion del AE extraido de tomillo se ha relacionado con una reduccion
del factor nuclear Kappa que potencia la activacion de las células B (NF-xp) y la actividad de la

proteina activadora 1 (AP-1) (Paur et al., 2010).

En la presente investigacion, se ha determinado la actividad antibacteriana, antibiofilm y
antiquorum sensing de 17 AE frente a diferentes bacterias Gram (-), de tal manera que algunos
AE han tenido mayor actividad biol6gica debido principalmente a diferencias en su composicion.
Es importante referenciar que, a las CMI, CMIB y CMIQ, los AE con mas alta actividad
bioldgica reportada, presentan una selectividad mayor frente a los microrganismos en

comparacion con el modelo celular utilizado.

5.2. Materiales y métodos

5.2.1. Materiales
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La linea celular Vero ATCC CCL-81 fue adquirida comercialmente, se conservo a -80°C

y su crecimiento se llevo a cabo en una incubadora humidificada con 5% de CO, a 37 °C.

Se utilizaron los 4 AE con mayor actividad antimicrobiana (CM, LTC I, LTC Il y TV),
los cuales fueron extraidos y caracterizados en el Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas Medicinales Tropicales (CENIVAM),

de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia).

El medio de cultivo Medio Eagle Minimo Esencial (EMEM) vy el suero fetal bovino
fueron obtenids de Gibco (Paisley, UK). ElI Dimetilsulfoxido (DMSO) grado HPLC vy la
gentamicina fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (San Luis, EE.UU). Las microplacas de 96

pozos de poliestireno de fondo curvo fueron marca Biologix.

Todas las reacciones y ensayos de actividad antibiofilm fueron realizados empleando
agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, extraida del equipo de laboratorio Smart2 Pure de Thermo

Scientific (Helsinki, Finlandia).

5.2.3. Métodos

Para realizar la evaluacion de la actividad citotoxica in vitro de diferentes AE de plantas
aromaticas, en cultivos de células Vero, se llevé a cabo la metodologia desarrollada por

Mosmann (Mosmann, 1983) con algunas modificaciones, la cual se describe en la Figura 16.
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Figura 16

Metodologia para la determinacién de la actividad citotoxica de los AE frente a la linea celular

Vero

Incubacion durante 24 Cultivo celular +
horas a 37°C Aceite esencial

Cultivo
celular

Incubacién durante

Cuantificacion 570 nm Adicion de MTT 48 horas a 37°C

5.2.4. Determinacién de la actividad citotoxica in vitro

La evaluacién de la actividad citotoxica in vitro de los AE frente a la linea celular Vero
se llevo a cabo de acuerdo con el método de reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), desarrollado por Mosmann (Mosmann, 1983), con
algunas modificaciones. Los ensayos experimentales de evaluacion del efecto del AE sobre la

linea celular Vero se realizaron utilizando microplacas de cloruro de polipropileno de 96 pozos
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con fondo plano.

La linea celular Vero fue cultivada en medio de cultivo EMEM que contenia suero fetal
bovino al 10% y gentamicina (50 pg/mL), a 37 °C en una incubadora humidificada con 5% de
CO,. Las células fueron sembradas (7.5 X 10° células/pozo) en una microplaca de 96 pozos e
incubadas durante 24 h. Posteriormente, las células VERO fueron tratadas con diferentes
concentraciones de AE (0.18, 0.37, 0.75 y 1.5 mg/mL) durante 48 h. La viabilidad celular se
evalio mediante el método MTT. La absorbancia se midié a A=570 nm en un lector de
microplacas Multiskan go (Thermo Fischer Scientific, Vantaa-Helsinky, Finlandia). Los
resultados fueron expresados como porcentaje de células viables en comparacion con las del

control (tomado como 100%).

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Determinacioén de la actividad citotéxica in vitro

La evaluacion de la actividad citotoxica de los cuatro AE con mayor actividad bioldgica
se realiz6 sobre la linea celular Vero, un linaje celular derivado del rifién de mono verde africano
(Cercopithecus aethiops). Los cuatro AE utilizados fueron CM, LTC I, LTC Il y TV, y las
concentraciones evaluadas estuvieron en un rango entre 0.18 y 1.5 mg/mL. Posteriormente, se
calculo la Concentracion Minima de aceite esencial que inhibe el 50% de la proliferacion celular
(ICs0) y finalmente se determind si el AE es mas selectivo frente a los modelos bacterianos o la

linea celular Vero mediante el calculo del indice de Selectividad (SI). Los resultados obtenidos
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del ICs0 y el SI se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Concentracién Inhibitoria 50 (IC50) en mg/mL e indice de Selectividad (SI) de los aceites

esenciales con mayor actividad biol6gica

Aceite esencial Células VERO Sl¢
ICs0 (mg/mL) R2P Salmonella E. coli CV 026
+ SD? Enteritidis O157:H7
ATCC 13076
Cymbopogon 0.86 +0.12 0.97 0.06 -0.54 -0.54
martini
Lippia origanoides  0.48 + 0,02 0.99 -0.19 -0.19 -0.19
(timol-carvacrol
)
L. origanoides 0.83+0.02 0.98 0.35 0.35 0.35
(timol-carvacrol
)
Thymus vulgaris 1.76 £ 0.36 0.94 0.37 0.37 0.68

& Concentracion minima de AE que inhibe el 50% de la proliferacion celular
b Coeficiente de correlacion lineal

CIndice de selectividad

El SI se determin6 como la relacion logaritmica entre el 1Cso y el valor de la CMIsp para
cada microorganismo (Sl=Log [ICs0]/[CMIs0]) (Case et al., 2006; Nunes et al., 2016). Los

valores indican una selectividad elevada frente al microorganismo, mientras que los valores
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negativos representan una alta toxicidad hacia las células Vero. Los AE de LTC Il y TV tuvieron
un Sl positivo en todas las concentraciones probadas, que, significa que estos AE son mas
selectivos frente a las bacterias en lugar de las células Vero. Por el contrario, los AE de LTC |y
CM presentaron valores de Sl negativos, lo que indica una mayor toxicidad hacia las céelulas

Vero.

El resultado obtenido con los AE de LTC Il y TV permiten inferir que estos dos aceites
constituyen alternativas para ser utilizados en disefios de nuevas estrategias terapéuticas,
principalmente, el AE de LTC Il debido a que tiene los valores méas bajos de CMIso, CMIB y
CMIQ frente a los diferentes modelos bacterianos evaluados, en contraste con el aceite de TV

que carece de actividad inhibitoria del QS.

El resultado de LTC Il se correlaciona con lo reportado por diversos autores sobre la
seguridad de utilizar el AE de L. origanoides. En 2017 Hernandes et al., evaluaron la toxicidad
aguda del AE de L. origanoides, determinando la DLso en 54 ratones albinos machos. El
resultado mostré una LDso de 3548 mg/kg, lo cual, segun criterios de la Union Europea, es
catalogado como no tdxico, este resultado se relaciona con el DLso reportado en la literatura

(Hernandes et al., 2017) para el carvacrol, que fue de 810 mg/kg.

En otro estudio, Andrade et al. (2014), evaluaron el efecto toxico agudo y cronico del AE
de L. origanoides administrado via oral en ratas Wistar en dosis de 30, 60 y 120 mg/kg. Estas
dosis de AE no indujeron cambios significativos de peso, comportamiento o parametros
hematologicos y bioquimicos en los animales; tampoco se evidenciaron signos de cambios
histopatoldgicos en el higado, rifion y corazon de las ratas tratadas, lo cual sugiere que el AE de

L. origanoides no es toxico, después de la administracion oral en estudios de toxicidad aguda o
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cronica. El resultado obtenido en este estudio mostré que el AE de L. origanoides tiene un alto
margen de seguridad sin efectos toxicos detectables en las ratas tratadas con dosis de 120 mg/kg

(Andrade et al., 2014).

En la literatura (Fontenelle et al., 2007; Almeida et al., 2010; Sarrazin, Leomara A. Da
Silva, et al., 2015), se encuentran pocos estudios sobre toxicidad del AE de L. origanoides y sus
principales componentes, timol y carvacrol; la mayoria de estudios existentes evidencian la baja

toxicidad del AE de L. origanoides.

A pesar de la similitud cualitativa de la composicién de los AE de LTC Iy LTC I, sus
efectos sobre la linea celular Vero y sus demas actividades bioldgicas presentan diferencias que
evidencian como las interacciones entre los componentes del AE producen cambios en la

actividad bioldgica.

Con respecto al AE de Cymbopogon martini se debe evaluar que el Sl es dependiente
directamente de la actividad antimicrobiana que presente el AE, por esta razon, se obtuvo un Sl
positivo con S. Enteritidis ATCC 13076, mientras un Sl negativo con E. coli 0157:H7 y CVV026
debido a que el AE de CM no exhibi6 actividad antimicrobiana frente a estos dos
microorganismos a la mayor concentracion evaluada (3 mg/mL). Analisis de citotoxicidad sobre
este AE especificamente no se han reportado en la literatura, sin embargo, si se ha evaluado la
accion de su componente mayoritario, el geraniol. En una revision realizada por Maczka et al.,
en 2020 se agrupan los resultados obtenidos en las ultimas investigaciones realizadas en torno al
geraniol; se destaca el efecto antioxidante, antiinflamatorio y anticancerigeno del geraniol en
contraste con su baja toxicidad asociada (Maczka, Winska y Grabarczyk, 2020). Lo anterior

evidencia la necesidad de realizar ensayos de citotoxicidad y analisis de diferentes
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composiciones del AE de CM y de sus diferentes componentes para entender la citotoxicidad

obtenida en el presente estudio.

5.4. Conclusiones

o El SI positivo obtenido con los AE de LTC Il y TV evidencian una mayor
selectividad frente a los microorganismos evaluados, lo que abre la posibilidad de su uso dentro

de las estrategias terapéuticas seguras.

. El efecto citotoxico de los AE es dependiente de las interacciones de sus
componentes minoritarios y mayoritarios, lo anterior se evidencia debido a que AE con
composiciones mayoritarias similares, pero en diferentes proporciones presentan actividades

citotéxicas diferentes.

o Es indispensable realizar estudios de toxicidad aguda y crénica in vivo para

evaluar el nivel de seguridad en la administracion de los AE en seres humanos.
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6. Estudiar el posible mecanismo de accidn del mejor aceite esencial sobre la formacion del
biofilm y la inhibicion del Quorum Sensing de bacterias patogenas, utilizando analisis

metabolomicos.

6.1. Introduccioén

La metabolomica se define como el estudio, la cuantificacion y la identificacion de
compuestos de bajo peso molecular (< 400-600 u.m.a) dentro de un sistema dado, que
proporciona una imagen de lo que estd sucediendo en el metabolismo (Blow, 2008). Los
metabolitos bacterianos tienen funciones fundamentales en la célula, en particular, en el
metabolismo energético, la sefializacion celular y la formacion del biofilm (Werf et al., 2007). El
analisis metabolémico permite estudiar los cambios en la abundancia de los metabolitos y
relacionarlos con las vias metabdlicas correspondientes, de tal manera, que se pueden asociar
directamente con la actividad celular y con los cambios en la patogenicidad (Fiehn, 2002). La
metabolomica constituye la expresién mas cercana al fenotipo debido a que los metabolitos
pueden ser moléculas efectoras, cofactores de reacciones enzimaticas y productos. La integracién
de datos gendmicos, transcriptémicos, proteémicos y metabolémicos representa un desafio para

entender con certeza lo que ocurre en el sistema bioldgico analizado (Villar et al., 2015).

El metaboloma se define como la suma de todos los metabolitos presentes en un sistema
bioldgico en condiciones fisioldgicas particulares y se puede dividir en el exometaboloma
(metabolitos fuera de la célula) y el endometaboloma (metabolitos intracelulares) (Witting,

2013). El analisis del metaboloma puede realizarse mediante dos enfoques: el primero, mediante
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metaboldmica global o no dirigida, la cual tiene como objetivo proporcionar una vision imparcial
del metaboloma a través de la deteccion y cuantificacion de tantos metabolitos como sea posible
dentro de una muestra bioldgica dada y, la segunda, mediante metabolémica dirigida, cuyo
objetivo es detectar y cuantificar un grupo predefinido de compuestos quimicamente
caracterizados de rutas metabdlicas (Lu, Bennett y Rabinowitz, 2008; Ghosson et al., 2018). A
continuacion, se describira brevemente los dos tipos de enfoques metodologicos utilizados en el

presente estudio.

6.1.1. Metaboldémica no dirigida

La metaboldmica no dirigida tiene un alcance global y su objetivo principal es medir de
forma simultanea el mayor nimero posible de metabolitos de cada muestra sin distorsién, en un
solo experimento. En la estrategia no dirigida, su objetivo es medir todos los metabolitos
presentes en una muestra bioldgica; no obstante, este enfoque se encuentra sesgado debido a
diferentes factores que pueden interferir en el analisis como, por ejemplo, el método de
preparacion de muestra, caracteristicas del equipo analitico utilizado, entre otras. Los enfoques
no dirigidos generalmente estan destinados a generar nuevas hipdtesis que deberan ser validadas
en estudios posteriores, incluyendo un enfoque dirigido; también esta estrategia no dirigida
permite detectar el potencial de nuevos mecanismos en el metabolismo de un sistema
muestreado, lo cual puede relacionarse con el funcionamiento biolégico de un organismo y los

cambios metabdlicos alterados asociados con diferentes estados patoldgicos y modificaciones en
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la homeostasis del organismo (Vincent et al., 2014; Alonso, Marsal y Julia, 2015; Segers et al.,

2019; Wright Muelas et al., 2020).

6.1.2. Metabolémica dirigida

La metabolomica dirigida se refiere a estudios cuyo objetivo es medir moléculas
especificas conocidas, centrandose en una 0 mas rutas metabolicas relacionadas que hayan sido
definidas en estudios previos como biolégicamente relevantes. Hasta el momento, no existe un
método global para la cuantificacion de metabolitos. La metabolémica dirigida se considera
generalmente una prueba de hipoétesis y, a menudo, puede ser guiada por resultados de enfoques
no dirigidos, destacando areas de interés en el metaboloma. Los enfoques dirigidos constituyen
una metodologia alternativa en las pruebas biomédicas en los cuales los ensayos enzimaticos han
utilizado tradicionalmente un enfoque no dirigido (Brown y Hazen, 2017; Segers et al., 2019;

Guo y Lu, 2020).

6.1.3. Metaboldmica microbiana

Diversos estudios han demostrado la aplicacién de técnicas metabolémicas para entender
el metabolismo microbiano y los cambios producidos al interactuar con diferentes compuestos
naturales (Rempe et al., 2017; Chen et al., 2020; Liu et al., 2020; Shu et al., 2020; Tang et al.,

2021).
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En un estudio realizado en 2017, Rempe et al. evaluaron el mecanismo de accion del
extracto acuoso de la yerba mate frente a Salmonella enterica Serovariedad Typhimurium
mediante analisis metabolomico. Entre los resultados obtenidos se destaca que el extracto acuoso
de yerba mate indujo cambios significativos en el metabolismo del carbono del microorganismo
evaluado, junto con cambios en moléculas reguladoras del metabolismo global como el o-
cetoglutarato, acetilfosfato y NAD+; ademas, generd una disminucion de la actividad enzimatica
de catalasa. Sin embargo, no se produjeron cambios en la integridad de la membrana, pese a
detectar incrementos significativos en la produccién de precursores de la pared celular (Rempe et

al., 2017).

En otro estudio llevado a cabo en el 2020 por Chen et al., se estudio la actividad
antibacteriana del AE de Cinnamomum camphora sobre diferentes bacterias patdgenas mediante
un enfoque metabolomico. Entre los microorganismos evaluados se escogio a Staphylococcus
aureus como microorganismo modelo para evaluar el mecanismo de accion del aceite esencial de
C. camphora al presentar una CMI y CMB de 0.8 y 1.6 mg/mL, respectivamente. En el estudio
metabolémico, se detectaron 74 metabolitos de interés, de los cuales, 29 presentaron un
incremento en su expresion, mientras que los 45 metabolitos restantes, presentaron una expresion
disminuida. Entre las rutas metabdlicas afectadas por el AE se destacan las asociadas con el
metabolismo de aminoacidos y con el metabolismo energético dependiente del ciclo del &cido
tricarboxilico, lo cual, sumado a ensayos enzimaticos y evaluacion de integridad de membrana,
permitieron inferir que el mecanismo de accion del AE se relaciona con dafios en la integridad de
la membrana celular bacteriana y perturbacion de la regulacion del metabolismo del grupo amino

(Chen et al., 2020).



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 147

Tang et al. exploraron en el 2020 el mecanismo de accion del AE de Amomum villosum
sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM), los autores utilizaron un analisis
metabolémico basado en GC/MS. EIl analisis quimico revelé 72 metabolitos con expresion
diferenciada (50 metabolitos incrementados y 22 metabolitos disminuidos) y diez vias
metabolicas afectadas. EI AE de Amomum villosum interrumpié especificamente el metabolismo
de los aminoacidos y el ciclo de los acidos tricarboxilicos, también, inhibi6o la sintesis de
trifosfato de adenosina (ATP) y de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “reactive
oxygen species”). En conclusion, segun los autores, el mecanismo de accion del AE evaluado
estaba asociado con la induccion de una disfuncion metabolica en SARM relacionada con
alteraciones en el metabolismo energético, disminucion de las ROS y supresion de la actividad

catalitica de enzimas claves del metabolismo proteico (Tang et al., 2021).

Ademas de la evaluacién de compuestos naturales como los AE, también se ha estudiado
el mecanismo de accion de sus componentes especificos, por ejemplo, el A3-careno,
constituyente mayoritario del AE de pimienta blanca. En 2020, Shu et al. realizaron un estudio
para evaluar la desregulacion metabdlica que producia el A3-careno sobre la bacteria
Pseudomonas fluorescens; el andlisis metabolémico realizado evidencio alteracion en la
expresion de 42 metabolitos y afectacion en rutas metabdlicas esenciales del microorganismo
como el ciclo del acido tricarboxilico, vias metabolicas de aminoacidos y péptidos; también se
detectaron alteraciones en la biosintesis de pantotenato y coenzima A (CoA), que causd un
desbalance metabdlico en el microorganismo que se asocid con su inhibicion bacteriana (Shu et

al., 2020).
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6.1.4. Metaboldmica del biofilm

El estudio de los cambios que presenta la célula bacteriana cuando cambia su estado de
crecimiento plancténico a sésil, también, se ha estudiado mediante andlisis metabolomico. El
crecimiento del biofilm se inicia a través de una serie de procesos celulares en respuesta a
estimulos ambientales, cambios notables en el metaboloma bacteriano que pueden identificarse y

estudiarse (Ammons et al., 2014; Wong et al., 2018; Lu et al., 2019; Sadiq et al., 2020).

Entre estos estudios, se encuentra el de Wong et al., en 2018; los autores evaluaron el
perfil metabolémico de diferentes cepas de Helicobacter pylori con capacidades diferentes de
formacion de biofilm. Los resultados permitieron determinar que las cepas bacterianas con baja
capacidad de formacion del biofilm produjeron mas metabolitos en comparacion con las cepas
bacterianas con alta capacidad de formacién del biofilm. Anélisis adicionales permitieron
detectar los metabolitos asociados con el metabolismo central lipidico, prostaglandinas y folatos,
los cuales fueron los metabolitos con mayores diferencias significativas en su expresion al
comparar las cepas de Helicobacter pylori con baja y alta capacidad formadora del biofilm

(Wong et al., 2018).

En un estudio realizado por Lu et al., en 2019, se analiz6 el perfil metabolico de una cepa
de Escherichia coli asociada con infecciones urinarias en su estado de crecimiento plancténico y
sésil; para ello, se utiliz6 un enfoque dirigido y no dirigido mediante analisis por espectrometria
de masas. Los resultados obtenidos permitieron evidenciar claras diferencias en la morfologia
fenotipica como en el metabolismo de los dos patrones de crecimiento evaluados. En esta

investigacion, se identificaron y caracterizaron 38 metabolitos diferenciales y se detectaron
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cambios metabdlicos en la formacién del biofilm principalmente, en tres vias metabolicas

asociadas con el metabolismo de glicerolipidos, aminoacidos y carbohidratos (Lu et al., 2019).

Recientemente, Sadiq et al., en 2020, revelaron los cambios metabolicos que suceden en
la bacteria Bifidobacterium bifidum en sus estados planctonico y biofilm, utilizando un enfoque
de metabolomica no dirigida. De los 173 metabolitos identificados, 64 presentaron cambios
significativos de expresion entre los estados plancténicos y biofilm. Los resultados permitieron
detectar que la biosintesis de aminoacil tRNA, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y el
metabolismo de la arginina, prolina, glutamato, alanina y aspartato se encuentran disminuidos
cuando el microorganismo estd formando biofilm. Por el contrario, el metabolismo de los
aminoacidos L-histidina y D-metionina se expresaron significativamente mas cuando el
microorganismo se encuentra formando biofilm; ademas también se report6 un incremento en los
metabolitos implicados en la sintesis y regulacion de nucleétidos (adenina, guanina, citosina y
timina), y en la N-acetil glucosamina, un exopolisacarido que sirve como constituyente principal

de la matriz del biofilm (Sadiq et al., 2020).

Actualmente, se ha evaluado el efecto de diferentes compuestos con actividad bioldgica
frente a la formacion del biofilm de diferentes modelos bacterianos, utilizando metabolémica
como herramienta de andlisis. Entre los pocos estudios reportados, se destaca el realizado por
Shen et al., en 2020, quienes determinaron los cambios metabdlicos inducidos por el carnosol
sobre el biofilm de Staphylococcus aureus. Entre los principales resultados se encuentra la
afectacion del metabolismo del glioxilato y el dicarboxilato; también, se presentaron cambios
significativos en el metabolismo de la serina, treonina, arginina, prolina, aspartato, alanina,

glutamato y en los metabolitos asociados con el metabolismo del glutation. Lo anterior permitio
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evidenciar que el carnosol presenta una actividad inhibitoria del biofilm de Staphylococcus
aureus dependiente principalmente de la perturbacion del metabolismo de aminoacidos y otros
metabolitos importantes para el metabolismo bacteriano como el glutation y el glioxilato.
Sumado a lo anterior también se evidenciaron cambios en la motilidad bacteriana, la estructura

del exopolisacarido y expresion de acidos nucleicos (Shen, Ge y Yuan, 2020).

En otro estudio relacionado, Guo et al., en 2020, investigaron mediante metabolémica
dirigida el efecto del manganeso sobre pequefias moléculas relacionadas con la formacién del
biofilm de Escherichia coli. Los resultados obtenidos permitieron detectar 16 metabolitos con
diferencias significativas asociados principalmente a tres vias metabolicas, entre las cuales se
encuentran la glucdlisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y el metabolismo del triptofano.
Los autores demostraron que el manganeso puede inhibir la formacién del biofilm de E. coli e

inducir una reprogramacién metabodlica del microorganismo para sobrevivir (Lu et al., 2019).

6.1.5. Metabolémica del quorum sensing

Recientemente, mediante el uso de la metaboldmica, ha sido posible estudiar y
comprender los mecanismos de quorum sensing de diferentes microorganismos. Tang et al., en
2018, utilizaron anélisis metaboldmicos y lograron descubrir el mecanismo regulatorio basado en
acil-homoserina lactonas del microorganismo Anammox consortia, modelo biologico utilizado en
la industria para la eliminacion de nitrégeno de las aguas residuales. Los resultados del estudio
permitieron determinar que las diferentes lactonas presentan diferentes funciones sobre el

metabolismo bacteriano; la 3-oxohexanoil homoserina lactona (30C6-HSL) se asocio con la
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regulacion del metabolismo de la lisofosfatidilcolina y con el crecimiento bacteriano. La
hexanoil-homoserina lactona (C6-HSL), la octanoil-homoserina lactona (C8-HSL) y la 30C6-
HSL se relacionaron con el normal funcionamiento de la cadena transportadora de electrones y el
enriquecimiento de la via de la UDP-N-acetilglucosamina para promover la sintesis de
exopolisacarido y favorecer la formacion de biofilm. Se determind la importancia de las lactonas
en la sintesis de los aminoacidos alanina, valina, glutamato y en la regulacion selectiva del

aspartato y la leucina para afectar el nivel de proteinas extracelulares (Tang et al., 2018).

La metabolomica se ha utilizado para comprender cdmo los compuestos con actividad
inhibitoria del quorum sensing afectan el metaboloma bacteriano al bloquear este mecanismo de
comunicacion bacteriana. En un estudio llevado a cabo por Zhou et al., en 2019 se realiz6é un
analisis metabolomico basado en RMN-'H para determinar los cambios globales en los
metabolitos de la bacteria patdgena Pseudomonas aeruginosa PAO1, después de su exposicion al
inhibidor del quorum sensing, hordenina. Un total de 40 metabolitos fueron detectados y se pudo
determinar que la hordenina induce la represion de la sintesis de enzimas antioxidantes y
potencia el estrés oxidativo debido a la disfuncionalidad del sistema de quorum sensing de la
bacteria. Ademas, la hordenina altera los componentes de la membrana bacteriana, incrementa su
permeabilidad y altera el metabolismo energético, el metabolismo de los aminoacidos, de los
nucleotidos, y en ultima instancia, atenua la patogenicidad de P. aeruginosa PAOL (Zhou et al.,

2019).

En el presente trabajo se han evaluado los cambios metabolémicos producidos por el AE
de LTC Il sobre la formacion del biofilm de Salmonella enterica serovariedad Enteritidis ATCC

13076 y Escherichia coli O157:H7, también se estudiaron los cambios metabdlicos producidos
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por el AE de LTC Il cuando inhibe el mecanismo de quorum sensing en la bacteria biosensora

Chromobacterium violaceum CV026.

Los resultados obtenidos permitieron proponer los posibles mecanismos de accion del AE

de LTC Il sobre cada uno de los microorganismos de estudio.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Materiales

Las bacterias Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis ATCC
13076 fueron utilizadas para la evaluacion del efecto del AE de LTC Il sobre la formacion del
biofilm. La evaluacion del efecto del AE LTC 1l sobre la inhibicion del quorum sensing se llevd

a cabo con la cepa de Chromobacterium violaceum CV026.

El AE de LTC Il fue extraido y caracterizado en el Centro Nacional de Investigaciones
para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaéticas Medicinales Tropicales

(CENIVAM), de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga, Colombia).

Los medios de cultivo Luria Bertani (LB), caseina hidrolizada, infusion cerebro corazon
(BHI), peptona, agar bacterioldgico, fosfato monopotéasico (KH2POs), fosfato dipotasico
(K2HPO4) y el sulfato de amonio (NH4)2SO4 fueron obtenidos de Oxoid (Hampshire, UK). El
Dimetilsulfoxido (DMSO), metanol y acetonitrilo (grado HPLC), el cristal violeta y el

Carbobenzoxyglycyl-L-tyrosin (Z-GLY-TYR-OH) fueron adquiridos en Merck (Darmstadt,
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Alemania).

Todas las reacciones y ensayos de actividad antibiofilm fueron realizados empleando
agua MilliQ de resistividad 18.2 Q, extraida del equipo de laboratorio Smart2 Pure de Thermo

Scientific (Loughborough, UK).

6.2.2. Métodos

Para realizar la evaluacion de los cambios metabdlicos producidos por el AE de LTC
sobre la formacion del biofilm de Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser
Enteritidis ATCC 13076, y la inhibicién del quorum sensing de la bacteria Chromobacterium
violaceum CV026 se llevd a cabo la extraccion de los metabolitos utilizando la metodologia
descrita por Zhou et al. (Zhou et al., 2019). los extractos fueron analizados por cromatografia
liquida de ultra alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-

ESI-HRMS-Orbitrap).

6.2.3. Extraccion de metabolitos bacterianos

La extraccion de los metabolitos se llevo a cabo segun la metodologia descrita por Zhou

et al., (Zhou et al., 2019), con algunas modificaciones. Para realizar la extraccion del biofilm de

Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis ATCC 13076 se utilizaron



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 154

recipientes de vidrio estériles; el biofilm fue formado en cupones de vidrio de 1x1.5 cm durante
24 h a 37 °C, con tratamiento (en presencia de AE de LTC 1) y sin tratamiento (control) como se
indico en la seccidn 2.2.2 del capitulo 3 del presente trabajo. La extraccion se inicié con el
desprendimiento de las células del biofilm bacteriano después de 24 h en presencia y ausencia del
AE de LTC II. El biofilm se desprendié del cupon de vidrio mediante sonicacion durante 1 min y
posterior desprendimiento mecanico. Los cultivos bacterianos se recogieron y se lavaron con
agua peptonada al 0.1%, y luego, se centrifugaron tres (3) veces a 5000 rpm, durante 10 min a 4
°C. Posteriormente, se adicionaron 500 pL de metanol acuoso (50% v/v), seguido de Acetonitrilo
(grado HPLC). Después de la sonicacion de la muestra durante 15 min en bafio con hielo
utilizando un equipo de ultrasonido E30H (Elma, Singen, Alemania), la muestra se centrifugd a
14000 rpm, durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se depositd en un tubo Eppendorf y se
evapord el disolvente utilizando un concentrador de vacio Savant Speed Vac SPD120 (Thermo
Fisher Scientific, Asheville, NC 28804, EE.UU). Finalmente, el residuo se reconstituyé con 400
pL de metanol acuoso (70% v/v) y se almacend a -80 °C para su posterior analisis por UHPLC-
Orbitrap-MS. Se empled como estandar interno el Z-Gly-Tyr-OH en una concentracion de 5
ppm, el cual fue adicionado al iniciar la extraccion de los metabolitos. Se utilizaron muestras de
control de calidad preparadas a partir de las extracciones obtenidas, con el objetivo de garantizar
que los resultados obtenidos se debian a diferencias entre las muestras control y tratamiento.

Todas las extracciones se hicieron por triplicado.

6.2.4. Analisis UHPLC-Orbitrap- MS
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Una alicuota (500 pL) de muestra se analizé por UHPLC-ESI-HRMS-Orbitrap-MS. Se
empled un UHPLC Dionex™ Ultimate™ 3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU),
equipado con un desgasificador (SRD-3400), una bomba binaria de gradiente (HPG3400RS), un
inyector automatico de muestras (WPS 300TRS) y una unidad termostatada para la columna
(TCC 3000). Columna Hypersil GOLD™ «(Q (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.; 100X
2.1 mm, 1.9 um de tamafio de particula) se usé, a 30 °C. La fase movil fue acido formico al 0.2%
en agua (A) y acido formico al 0.2% en acetonitrilo (B). La condicién inicial de gradiente fue la
siguiente: 100% de A cambiando linealmente a 100% de B en 8 min, se mantuvo constante 4
min, se regres6 a 100% A en 1 min y se mantuvo en equilibrio durante 3 min. El flujo de la fase
movil fue de 300 pL/min y el volumen de inyeccion, 1 uL. EI UHPLC se acoplé a un
espectrometro de masas de alta resolucion con un sistema de deteccion de corrientes de iones
tipo Orbitrap (Exactive Plus, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.), a través de una
interfaz de electronebulizacion con calefaccién (HESI-11), operada en modo de iones positivos, a
350 °C, voltaje de capilar +3500V, temperatura del capilar 320 °C. El Orbitrap oper6 en modo
de barrido completo (Full MS Scan) con resolucién 70000. Los iones se enviaron para su
fragmentacion a la celda de colisiones HCD (High-Energy Collisional Dissociation), a diferentes
energias (20, 30, 40 y 50 eV) en el modo de barrido por pasos (Stepped Scan). Para cada energia
de colision, se utilizo una resolucion Rewnm de 35000, usando AGC de 3 x 108 y un tiempo de
inyeccion en la camara C-trap de 50 ms. Todos los espectros de masas se obtuvieron en el rango
de m/z 80 — 1000 u.m.a. Esta misma metodologia fue utilizada para el modo de ionizacion

negativo.
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6.2.5. Procesamiento y analisis estadistico de datos obtenidos por UHPLC-Orbitrap-MS

Los analisis por LC/MS se realizaron en los modos de ionizacion positiva y negativa
usando un enfoque dirigido y no dirigido. Los datos obtenidos se analizaron con el software
Thermo Xcalibur v3.1 (Thermo-Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.). Para el procesamiento de
los datos se usO el software libre XCMS (Version 3.7.1), para realizar alineamiento y
deconvolucion de los datos del grupo control, tratamiento y muestras de calidad; luego, se
extrajeron los datos en archivo Excel, en el cual se encontraban las caracteristicas (relacion m/z)
con su respectiva abundancia, y, a continuacién, se disminuyd la dimensionalidad de los datos
mediante un Analisis de Componentes Principales (PCA). Después, se exportaron los datos en
Excel (.csv) y se analizaron usando el software metaboanalyst (Version 5.0); en este software se
realiz6 una normalizacion por la suma total de &reas, transformacion logaritmica y un escalado
de los datos mean centering para cada réplica del grupo control y el tratamiento. Posteriormente,
se determind la variable “veces de cambio” FC (Fold Change, en inglés) para obtener una
cuantificacion relativa de los metabolitos, donde el FC muestra una relacion de medida de una
muestra con tratamiento versus el control de referencia, cuyos valores de 0-0.5 corresponden a
metabolitos que presentaron un incremento en su concentracion, y valores mayores de 2 (umbral
del 75%) indican metabolitos con disminucion en su concentracion. Posteriormente, se
determind el Log2FC, en el cual, valores negativos se asocian con aumento en la concentracion,

y valores positivos indican una reduccion en la concentracion.

Se realizo el segundo analisis (t-test), para determinar la variacion estadistica de las

medidas de los dos grupos. Valores p menores de 0.05 fueron considerados estadisticamente
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significativos. Se calculo el valor FDR (False Discovery Rate) que permite relacionar aquellos
datos que son realmente extrafios. Un metabolito es considerado estadisticamente significativo si
su valor-p y FDR es menor de 0.05, de lo contrario, se considera como un falso descubrimiento

(Storey, 2003).

La identificacion tentativa de los metabolitos estadisticamente significativos se realizd
mediante comparacion de las relaciones masa/carga (m/z) medidas para cada molécula (junto con
los posibles aductos) con las reportadas en base de datos de espectrometria de masas; con ayuda
del software online CEU mass mediator (Version 1.0), que hace busquedas en bases de datos
como Metlin, Mine, Lipid Maps, KEGG y HDMB. Finalmente, se determinaron las rutas
metabolicas posiblemente afectadas por la alteracion de los metabolitos tentativamente

identificados, lo cual se realizé con el software Metaboanalyst (Version 5.0).

6.3. Resultados y discusion

La concentracion inhibitoria del AE de LTC Il que inhibe la formacion del biofilm de
Escherichia coli O157:H7 y Salmonella entérica Ser Enteritidis ATCC 13076 correspondio a la
reportada previamente en el Capitulo 3, la cual fue de 0.19 mg/mL. Para los analisis
metaboloémicos de inhibicion del QS del AE de LTC Il se utilizé una concentracion de 0.2

mg/mL, reportada en el Capitulo 4 del presente trabajo.
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6.3.1. Andlisis metaboldmico del efecto del AE de LTC 11 sobre la formacion del biofilm de

Salmonella enterica Ser Enteritidis

Obtenidos los datos de andlisis de muestras por UHPLC-Orbitrap-MS, se realizd su
procesamiento segun un enfoque de metabolémica dirigida, y no dirigida ambos modos de
ionizacion, positiva y negativa. Se realizo el alineamiento de cada uno de los cromatogramas del

grupo control y tratamiento (Figura 17), detectandose 601 y 346 caracteristicas de relacion

Figura 17

Resultados de alineamiento y deconvolucion de los cromatogramas del grupo control y
tratamiento con LTC Il sobre Salmonella enterica Ser Enteritidis para los datos obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS.

A Total lon Chromatograms (corrected) B Total lon Chromatograms (corrected)

masa/carga (m/z) en modo de ionizacidn positiva y negativa, respectivamente.

Nota. A. Modo de ionizacién positivo y B. Modo de ionizacién
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6.3.1.1. Analisis metabdlico del efecto del AE de LTC Il sobre la formacion del
biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis: enfoque dirigido. En la metabolémica dirigida
se realizo la busqueda de las masas de metabolitos de interés que habian sido reportados en la
literatura (Anexo 1) (metabolitos relacionados con el metabolismo energético, de carbohidratos,
aminoacidos, nucleotidos, lipidos, sintesis de LPS, peptidoglucano y comunicacion bacteriana)

para lo cual se utilizé el software Thermo Xcalibur v3.1.

El conjunto de datos se utiliz6 para realizar un analisis de componentes principales
(PCA) con el objetivo de disminuir la dimensionalidad de los mismos; en la Figura 18 se
observan los PCA obtenidos con un nivel de confianza del 95%. En la Figura 18A se ilustra el
PCA (score plot) para el analisis en modo de ionizacién positiva con una varianza analizada para
el componente 1 y 2 de 55.2% y 16.9%, respectivamente; en la figura 18B se muestran los
resultados obtenidos para el andlisis por modo de ionizacién negativa, cuya varianza analizada
para los componentes 1 y 2 fue de 73.6% y 17.3%, respectivamente. Los resultados obtenidos
indican que existen diferencias en la expresion (induccion o inhibicién) de los metabolitos
presentes entre las muestras control y el grupo tratamiento. En el anexo 2 se relaciona el analisis
PCA de los datos con las muestras de control de calidad, lo cual permitié validar que las
diferencias de expresion metabdlica se deben al proceso bioldgico experimental y no, a
interferencias causadas de tipo instrumental. Este Gltimo analisis se llevd a cabo en todos los

microorganismos estudiados y en los dos enfoques utilizados.
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Figura 18

Analisis de componentes principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras control (circulos en rojo) versus muestras con tratamiento (circulos en verde)
en el enfoque dirigido A. Modo de ionizacidon positiva y B. Modo de ion
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El andlisis estadistico univariado de los datos permitié determinar la variable de respuesta
Fold Change (FC) entre el grupo tratamiento y el grupo control para el enfoque dirigido; los
datos que se tomaron en cuenta fueron aquellos que presentaron un FC mayor de 2 y menor de
0.5. En la Figura 19 se muestran los esquemas de Log2FC obtenidos a partir del FC para los
resultados LC/MS operados en los dos modos de ionizacion del enfoque dirigido; en el cual
valores negativos se asocian con un aumento en la concentracion de los metabolitos
(previamente identificados de interés para el estudio, anexo 1) en las muestras de tratamiento
respecto a las muestras control, y valores positivos indican una disminucion en la concentracion
de los metabolitos del tratamiento respecto a la del control. En la Figura 19A se muestran los

resultados del anélisis LC/MS operado en modo de ionizacion positiva; se detectaron 17
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metabolitos con alteraciones en su expresion; de éstos, diez presentaron un aumento en la
concentracion vy siete presentaron una disminucion en la concentracion en el grupo tratamiento
en comparacion con el grupo control. En la figura 19B, con base en los resultados LC/MS
operado el modo de ionizacion negativa se determind un metabolito con aumento de su
concentracion y tres con la disminucion de su concentracion en el grupo de tratamiento con

respecto al control.

Figura 19

Relacion de los cambios de expresion de metabolitos en la formacion del biofilm de Salmonella
enterica Ser Enteritidis en presencia del AE de LTC Il usando el enfoque dirigido A. Modo de
ionizacion positiva y B. Modo de ionizacion negativa. Las sefiales
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Se determind el valor p para evaluar si las diferencias presentadas en los grupos eran
estadisticamente significativas. Como resultado de los andlisis por metabolémica dirigida se
detectaron 8 metabolitos con diferencias significativas en su expresion, los cuales se encuentran
reportados en la Tabla 12, (junto con los metabolitos obtenidos del analisis por metabolémica no

dirigida).
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6.3.1.2. Analisis metabdlico del efecto del AE de LTC Il sobre la formacién del

biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis: enfoque no dirigido. Luego de realizar el
alineamiento y deconvolucion de las corrientes ionicas totales del grupo control y tratamiento
con LTC Il sobre Salmonella enterica Ser Enteritidis para los datos obtenidos por UHPLC-
Orbitrap-MS, se realizé un PCA de las sefiales obtenidas con un nivel de confianza del 95%. En
la Figura 20A se muestran los resultados de LC/MS en el modo de ionizacion positiva, con una
varianza analizada para el componente 1 y 2 de 88.2% y 6.1%, respectivamente. En la Figura
20B se observan los resultados obtenidos por LC/MS en el modo de ionizacion negativa, cuya

varianza analizada para los componentes 1 y 2 fue de 72.8% y 19.1%, respectivamente.

Figura 20

Analisis de componentes principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras control (circulos en rojo) versus muestras con tratamiento (circulos en verde).
A. Modo de ionizacion positiva y B. Modo de ionizacion negativa.
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Se determino el Fold Change (FC) entre el grupo tratamiento y el grupo control. En la
Figura 21 se muestran los esquemas de Log2FC obtenidos a partir del FC para los dos modos de
ionizacion. Los resultados por LC/MS mostraron que en el modo de ionizacion positivo fueron
detectadas 119 corrientes ionicas, de las cuales 32 presentaron un incremento en la abundancia
relativa respecto al patrén interno utilizado en el grupo tratamiento en comparacién con el grupo
control, mientras 87 corrientes idnicas evidenciaron una disminucion (Figura 21A). Mientras
que segun los resultados de andlisis por LC/MS en el modo de ionizacidn negativa se detectaron
25 corrientes idnicas, de las cuales 14 se encontraron con concentracion incrementada y 11
disminuidas en su abundancia relativa entre el grupo tratamiento en comparaciéon con el grupo

control.

Figura 21

Relacion de los cambios de expresion de metabolitos en la formacion del biofilm de Salmonella
enterica Ser Enteritidis en presencia del AE de LTC Il usando el enfoque no dirigido A. Modo de
ionizacion positiva y B. Modo de ionizacion negativa.
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Nota. Las sefiales de color morado indican los metabolitos que presentaron cambios en su
expresion, de tal manera que valores negativos se asocian con aumento en la concentracion, y
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valores positivos indican una reduccion en la concentracion del grupo tratamiento en
comparacion con el grupo control.

Los valores p y FDR mostraron diferencias estadisticamente significativas entre las
corrientes ionicas. El andlisis de cada una de las corrientes ionicas permitio identificar
tentativamente aquellos metabolitos con importancia en el metabolismo bacteriano. La
identificacion tentativa de los metabolitos se realizé a través de la comparacion de las relaciones
masa/carga (m/z) obtenidas experimentalmente con las reportadas en bases de datos de
espectrometria de masas (seccion 6.2.6); adicional, los diferentes patrones de fragmentacion de
las sefiales obtenidas fueron también comparadas para lograr una mayor certeza de cada uno de
los metabolitos identificados (Anexo 3). Como resultado de los andlisis metabdlicos, se
encontraron 12 metabolitos con diferencias significativas en su expresion (Tabla 12). Es
importante aclarar que algunos metabolitos fueron detectados en los dos enfoques de anélisis
utilizados, es decir, metabolémica dirigida y no dirigida. Finalmente, los metabolitos detectados
y de interés para el estudio, fueron utilizados para el analisis de las rutas metabdlicas que se
vieron afectadas como consecuencia del efecto ocasionado por el AE de LTC Il sobre la

formacion del biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis.



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 165

Tabla 12

Metabolitos (tentativamente identificados) significativamente alterados por el efecto del AE de LTC Il sobre la formacion del biofilm
de Salmonella enterica Ser Enteritidis.

Metabolito FC Log2FC Valor p FDR Modo de Tipo de analisis y
lonizacion nivel de expresion

Succinoil -L- arginina 0.10508 -3.2505 1.87E-05 7.65E-04 + (ND)?
Succinil-L-ornitina 0.25660 -1.9624 5.28E-05 0.001189 + (ND)t
LysoPE (0:0/16:1(92)) 0.33781 -1.5657 2.11E-02 0.042174 + (ND)1
Acido acetoacético 0.37838 -1.4021 1.80E-03 0.008981 - (ND)t

Acido nicotinico 0.36304 -1.4618 1.71E-03 0.041503 + (D)1

UMP 2.1092 1.0767 1.12E-03 0.008366 + D)l

AMP 2.9842 1.5774 2.57E-04 0.002971 + (D)}
Glutationato 3.1810 1.6695 1.09E-04 0.002003 - (ND)|
Octadecil homoserina 6.0767 2.6033 2.01E-04 0.002615 + (ND)|

lactona

dGMP 2.9842 15774 2.57E-04 0.002971 + (D)|
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Adenina 2.69482 1.4302 3.20E-05 0.000405 + (D)}
UDP-N-Acetil-D- 2.80360 1.4873 2.11E-03 0.04513 + (D)!
Glucosamina
4-aminobutanoato 3.7520 1.9077 8.46E-04 0.006341 - (D)}
2 -Oxoarginina 2.2960 1.1991 1.08E-05 3.72E-03 - (ND)|
Acido succinico 3.8834 1.9573 6.61E-04 0.006342 - (D)|

D: Enfoque dirigido

ND: Enfoque no dirigido
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6.3.1.3. Analisis de las vias metabolicas afectadas por el efecto del AE de LTC Il

sobre la formacion del biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis. La correlacion entre los
metabolitos identificados previamente (Tabla 12) y el mapa metabolico del microorganismo,
permitio identificar siete principales rutas metabdlicas, posiblemente alteradas por el efecto del
AE de LTC Il frente a la formacion del biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis (Tabla 13)
En la Tabla 13 se muestran los hits que hacen referencia a la cantidad de metabolitos con

expresion diferencial, significativamente alterados en cada una de las rutas metabolicas.

Tabla 13

Principales rutas metabodlicas afectadas por el AE de LTC Il sobre la formacion del biofilm de
Salmonella enterica Ser Enteritidis

Ruta Metabolica Hits Metabolitos identificados
Metabolismo de la arginina 'y 4 2-Oxoarginina, succinoil -L- arginina, succinoil -
prolina L-ornitina y 4-aminobutanoato
Metabolismo del butanoato 3 Acido acetoacético, 4-a’m_inobutanoato y &cido
succinico
Metabolismo de purinas 3 AMP, dGMP, adenina

Metabolismo de la nicotinamida 2 Acido nicotinico y acido succinico
Sintesis de LPS y peptidoglucano 1 UDP-N-Acetil-D-glucosamina

Metabolismo de pirimidinas 1 UMP

Ciclo de Krebs 1 Acido succinico

En la Figura 22 se muestra un panorama general de las rutas metabdlicas afectadas, entre



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 168

las cuales se destacan las relacionadas con el metabolismo de los acidos nucleicos, la sintesis de
peptidoglucano y lipopolisacarido (LPS), el ciclo de Krebs y sus interconexiones con el

metabolismo de la arginina y el butanoato.

Figura 22

Esquema general de las vias metabdlicas afectadas por el AE de LTC |1 sobre la formacion del
biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis
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Nota. El color verde representa los metabolitos incrementados, y los metabolitos en color rojo

representa aquellos que se encuentran disminuidos.

En la interpretacion de las rutas metabolicas afectadas por el AE de LTC Il es importante
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analizar la disminucion en la concentracion de UDP-N-Acetil-D- glucosamina (UDP-GIcNAC)
en las muestras con tratamiento (las que tienen el AE de LTC Il) en comparacion con las
muestras control (aquellas con ausencia del AE de LTC II), debido a que la UDP-GIcNAC es un
precursor metabdlico comun utilizado en la sintesis de LPS y peptidoglucano. Por lo tanto, la
regulacion en la biosintesis de UDP-GICNAc constituye un punto de control esencial en el
acoplamiento de la sintesis de los componentes principales del biofilm (Klein and Raina, 2015).
Ademas, la UDP-GIcNAc al ser un componente de los exopolisacaridos que componen el
biofilm, presenta un rol importante en la persistencia de las bacterias en los organismos huésped
y las deficiencias en su sintesis modifican la morfologia de las colonias bacterianas; lo anterior
se ha demostrado en modelos bacterianos Gram negativos (Moreira et al., 2003) y Gram
positivos (Fittipaldi et al., 2007). Sumado a lo anterior, también, se ha asociado la inhibicién en
la expresion de los genes MurA y GImS con el bloqueo en la sintesis de UDP-GIcNACc, lo cual
desencadena modificaciones en la estructura del biofilm y en el metabolismo bacteriano
(Malcova, Karasova y Rychlik, 2009; Klein et al., 2014). Teniendo en cuenta lo anterior, la
significativa disminucién de la UDP-GIcNACc se correlaciona con la inhibicién en la formacion
del biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis en presencia del AE de LTC Il, debido a la

disminucion en la sintesis de constituyentes esenciales de la capa del biofilm.

El metabolismo de los nucle6tidos también se evidencid afectado por el tratamiento,
debido a la diminucion en la concentracién de adenina, AMP, dGMP y UMP. Es importante
recordar que el metabolismo de las purinas presenta una conexién con el metabolismo de los
azUcares por via de las pentosas fosfato, la cual permite la formacion de ribosa-5P, azucar que

hace parte de la inosina monofosfatada (IMP), primer nucle6tido formado en la sintesis de novo
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de las purinas (Dandanell et al., 2008). A partir del IMP se forma en simultaneo el AMP vy el
GMP; en el caso del AMP, se encontr6 una disminucion significativa en su concentracion
durante el tratamiento con el AE, lo cual puede estar asociado con un bloqueo en algunas de las
reacciones que permite el paso de IMP a AMP, y que, por tanto, tendria como consecuencia la
imposibilidad de formar nucledtidos difosfatados y trifosfatados derivados de la adenina,
conduciendo asi, a una posible disminucion en la formacién de ADN. La disminucion de dGMP
evidencia un bloqueo en la formacion de desoxirribonucleétidos derivados de la guanina, lo cual
también tendria repercusiones en la formacién de acidos nucleicos. La adenina también se
encontrd disminuida en las muestras del tratamiento, por lo cual diferentes procesos metabolicos
en los cuales participa esta base nitrogenada estarian siendo afectados negativamente, entre ellos,
la sintesis de autoinductores relacionados con sistemas de comunicacion bacteriana y las vias de
salvamento de nucledtidos de adenina, lo que impediria obtener ATP por esta ruta metabdlica.
En lo referente a la afectacion en el metabolismo de nucle6tidos de pirimidinas se encontrd una
diminucién en la concentracion de UMP; primer nucle6tido formado en la sintesis de novo de
pirimidinas desde el cual se sintetizan los nucleétidos de uracilo, citosina y timina (Dandanell et
al., 2008). Por lo tanto, la disminucion en la sintesis de UMP se traduce en una reduccién de
nucleotidos trifosfatados derivados del metabolismo de las pirimidinas; integrando lo anterior, se
puede evidenciar una deplecion en la sintesis de nucle6tidos monofosfatados de purinas y

pirimidinas.

La alteracién en el metabolismo de nucle6tidos tiene una relacién directa en la formacion
del biofilm, lo cual ha sido evidenciada en diferentes estudios sobre varios modelos bacterianos,

que sugieren que la biosintesis de nucle6tidos es indispensable para la correcta formacién del
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biofilm (Sauer et al., 2002; Beenken et al., 2004; Martin-Rodriguez y Romling, 2017; Caro-
Astorga et al., 2020). La disminucién en la concentracion de nucleotidos esta estrechamente
correlacionada con un efecto negativo sobre el microorganismo principalmente en: a). el
desarrollo normal del microorganismo desencadenando alteraciones metabdlicas que se
evidencian en una disminucion en la formacion del biofilm; b). la inhibicién en la produccion de
ADN extracelular, el cual es un componente esencial de la matriz del biofilm de muchos
microorganismos, entre los que se incluyen las diferentes especies del género Salmonella; c).
cambios de expresion en las moléculas de sefalizacion derivadas de nucledtidos (como por
ejemplo, el AMPc y el c-di-GMP) (Krasteva, Giglio y Sondermann, 2012; Keseler et al., 2013;

Caro-Astorga et al., 2020).

La disminucion en el ATP producido por el microorganismo no se evidencio solamente
por el bloqueo en el metabolismo de los nucleotidos, también, se logré determinar por el bloqueo
del ciclo de Krebs, debido a la marcada disminucion del &cido succinico, un sustrato de esta ruta
metabolica que se sintetiza luego de la accion de la enzima succinato sintetasa a partir de
Succinil CoA. La disminucion en la concentracién del succinato impediria obtener energia
metabolica a partir del ciclo de Krebs, entonces el succinil CoA se comenzaria a acumular y se
tendria que buscar una alternativa para su utilizacion; en este caso, segun los resultados
obtenidos se puede inferir que el succinil CoA se metabolizaria junto con el aminoacido arginina
y mediante catélisis de la enzima arginina succiniltransferasa produciria succinoil L-arginina,

metabolito que se encontrd incrementado en la muestra del tratamiento.

El incremento de succinoil L- arginina se correlaciona con el incremento en la

sintesis de la succinil —L-ornitina, metabolito producido por una reaccion posterior de la
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succinoil L-arginina mediante catalisis enzimatica con la enzima succinilarginina dihidrolasa. El
anterior analisis también permite explicar la disminucion presentada de la 2-oxoarginina,
metabolito derivado del metabolismo de la arginina producido por una via alterna, la cual, segun
los resultados obtenidos, estaria siendo bloqueada por el efecto del AE; lo que produciria que la
arginina no pueda metabolizarse hacia 2-oxoarginina y entonces reaccione con el succinil CoA
que no se puede convertir en succinato, para formar succinoil arginina y, posteriormente,

succinoil ornitina en exceso.

Ademas, segun los resultados obtenidos del efecto del AE de LTC II, el bloqueo de la
formacion de &cido succinico también podria ser debido a la interrupcion de la reaccién
catalizada por la enzima acetoacetato CoA transferasa, que da lugar a la formacion de acido
succinico a partir de &cido acetoacético y succinil CoA; en la presente investigacion se determino
un incremento del acido acetoacético debido a la imposibilidad para formar acido succinico,
mientras que el succinil CoA posiblemente continué metabolizandose con la arginina. Debido a
la disminucion del acido succinico como se puede observar en la Figura 22, se puede inferir que
el paso hacia succinato semialdehido podria estar disminuido, lo anterior se evidencié en los
resultados que mostraron una reduccion del 4-aminobutanoato, sustrato formado a partir del

succinato semialdehido en una reaccion posterior.

Diferentes investigaciones han demostrado la importancia del ciclo de Krebs en la
formacion y mantenimiento del biofilm, de tal manera que constituye un punto vital para el
control del biofilm de diferentes especies bacterianas, entre ellas Salmonella enterica (Yahya et
al., 2014). Especificamente, el &cido succinico puede ser utilizado por los microorganismos

como fuente de carbono (Leech et al., 2020) y se ha asociado con el normal desarrollo del
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biofilm en etapas tempranas de formacion (Pisithkul et al., 2019). Sumado a lo anterior, este
bloqueo del ciclo de Krebs tendria efectos sobre el metabolismo energético debido a las
dificultades para generar ATP vy realizar la fosforilacion oxidativa, que contribuiria a
desestabilizar la estructura del biofilm; ello guarda relacion con los resultados reportados en el
Capitulo 3 de la presente tesis doctoral con respecto a la inhibicion del biofilm de Salmonella por

el efecto del AE de LTC II.

En conclusion, se puede deducir que el posible mecanismo de accion del AE de LTC 11
sobre la inhibicion de la formacion del biofilm de Salmonella enterica Ser Enteritidis se relaciona
principalmente con una inhibicion en la sintesis de la UDP-GIcNAc, sustrato vital para la
formacion de la matriz que constituye el biofilm, ademas, el efecto del AE evaluado estaria
inhibiendo la sintesis de novo y, posiblemente, las vias de salvamento de nucle6tidos,
ocasionando una deplecion en la disponibilidad de nucleétidos y afectando la integridad y los
mecanismos de sefializacion del biofilm que son dependientes de nucleétidos. Finalmente,
también se estaria afectando el ciclo de Krebs a nivel de la sintesis de acido succinico, lo cual
llevaria a inducir la sintesis de succinoil L-arginina y succinil L-ornitina, moléculas relacionadas
con el metabolismo de la arginina, y a generar una reduccién energética en el microorganismo

que se asociaria con irregularidades en la estructura de la capa del biofilm.

6.3.2. Analisis metabolémico del efecto del AE de LTC Il sobre la formacién del biofilm de

Escherichia coli O157.H7
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Una vez obtenidos los resultados del analisis por UHPLC-Orbitrap-MS se realizé el
procesamiento de los datos segun la Seccién 6.3.1. Mediante la utilizacion del software XCMS
se alinearon los cromatogramas y se detectaron 584 caracteristicas de relacion masa/carga (m/z)

en modo de ionizacion positiva y 325 en modo de ionizacion negativa.

En la Figura 23 se puede observar el resultado del alineamiento y deconvolucién de los
cromatogramas del grupo control (sin AE) y tratamiento con LTC Il sobre E. coli O157:H7 para

los modos de ionizacion utilizados.

Figura 23

Resultados de alineamiento y deconvolucion de los cromatogramas del grupo control y
tratamiento con LTC Il sobre E. coli O157:H7 para los datos obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS. A. Modo de ionizacion positivo y B. Modo de ionizacion negativo.

A Tolal lon Chromategrams (earrected) B

Total lon Chromatograms [cormected)

30009
LU

Goa0R

L.+

i

L

LLH
Al

i 5gerd 20000 Z59.09

T W
P

FL

o

S 008 10000

O ¥d

0 4 4 [ 8 Ll 12 [ 2 4 f B i 12

Redanton Time (minuies) Flalen@on Tieg |minuies)



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 175

6.3.2.1. Analisis metabodlico del efecto del AE de LTC Il sobre la formacién del

biofilm de E. coli O157:H7: Enfoque dirigido. Para el analisis de los datos mediante un
enfoque de metabolémica dirigida se realizd la basqueda de diferentes metabolitos de interés
reportados en la literatura y relacionados con la formacion del biofilm y su metabolismo
asociado. Entre estos metabolitos, se destacaron los relacionados con el metabolismo de las
biomoléculas, sintesis de EPS, comunicacion bacteriana, entre otros (anexo 1) (Guo 2020, Lu

2019, Zampieri 2017, Hill 2019).

Después de detectar los diferentes metabolitos de interés en la muestra control (sin
presencia de LTC Il) y la muestra tratamiento (en presencia de LTC II) se realiz6 un PCA con un
nivel de confianza del 95%. En la Figura 24A se muestran los resultados del PCA (score plot)
para el modo de ionizacion positiva con una varianza analizada para el componente 1y 2 de 85%
y 12%, respectivamente. En la Figura 24B se ilustran los resultados obtenidos para el modo de
ionizacion negativa, cuya varianza analizada para los componentes 1 y 2 fue de 80.2% y 10:5%,
respectivamente. Estos resultados indican que existe una diferencia en la expresion de los
metabolitos entre las muestras de control y el tratamiento para los dos modos de ionizacion en el

enfoque de analisis utilizado.
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Figura 24

Analisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras control (circulos en rojo) versus muestras con tratamiento (circulos en verde)
en el enfoque dirigido.
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Nota. A. Modo de ionizacion positiva (A) y B. Modo de ionizacion positiva (A) y B. Modo de

ionizacion negativa.

Se determino el FC para el grupo tratamiento y el grupo control para los dos modos de
ionizacion utilizados; como se indicé en la seccion 6.3.1.1. En la Figura 25A se pueden observar
los resultados en el modo de ionizacidn positiva, en el cual 32 metabolitos fueron detectados con
alteraciones en su expresion, de los cuales 17 presentaron un aumento en la concentracién en el
grupo tratamiento al ser comparados con el grupo control, mientras 15 presentaron una
disminucion en el grupo tratamiento al compararse con el grupo control. Con respecto al modo
de ionizacion negativa, se obtuvieron cuatro metabolitos disminuidos en el grupo tratamiento

respecto al del control (Figura 25B).
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Figura 25

Relacién de los cambios de expresion de metabolitos en la formacion del biofilm de E. coli
0157:H7 en presencia del AE de LTC Il en el enfoque dirigido.
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Nota. A. Modo de ionizacion positiva y B. Modo de ionizacion negativa Las sefiales de color
morado indican los metabolitos que presentaron cambios en su expresion, de tal manera que
valores negativos se asocian con aumento en la concentracion, y valores positivos indican una
reduccién en la concentracion del grupo tratamiento en comparacion con los del grupo control.

Se calcularon los valores p y FDR menores de 0.05 para poder detectar aquellos
metabolitos estadisticamente significativos. Se encontraron 25 metabolitos con diferencias
significativas como resultado del analisis metabolémico dirigido del efecto del AE de LTC Il
sobre la formacion del biofilm de E. coli O157:H7. Los metabolitos obtenidos se encuentran

reportados en la Tabla 14 integrados con los metabolitos obtenidos del analisis no dirigido.

6.3.2.2 Analisis metabdlico del efecto del AE de LTC Il sobre la formacion del
biofilm de E. coli O157:H7: Enfoque no dirigido. Para el analisis mediante metabolomica no

dirigida del efecto del AE de LTC Il sobre la formacion del biofilm de E. coli O157:H7, se



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 178

realizo un PCA de las sefiales obtenidas luego del alineamiento y deconvolucion de los
cromatogramas del grupo control y tratamiento (Figura 23). Los resultados mostraron diferencias
notorias entre el grupo control y tratamiento para los dos modos de ionizacion utilizados, con una
varianza analizada en, el componente 1 y 2 de 81.6% y 13.7%, respectivamente, en el modo de
ionizacion positiva (Figura 26A) y una varianza analizada en el componente 1y 2 de 85.2% y

8.8%, respectivamente, en el modo de ionizacion negativa (Figura 26B).

Figura 26

Analisis de componentes principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras control (circulos en rojo) versus muestras con tratamiento (circulos en verde)
en el enfoque no dirigido
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Nota. A. Modo de ionizacién positiva y B. Modo de ionizacion negativa.

Se calculé el FC entre el grupo tratamiento y el grupo control. En la Figura 27 se pueden

observar los esquemas de Log2FC obtenidos a partir de los valores de FC para los dos modos de
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ionizacion del enfoque no dirigido; en la Figura 27A se evidencian 204 corrientes idnicas con
diferencias en la expresion entre el grupo tratamiento y el grupo control en el modo de ionizacion
positiva, de las cuales 114 corrientes idnicas exhibieron un incremento en la concentracion,
mientras 90 presentaron una disminucion en la concentracion en el grupo tratamiento. Por otra
parte, en el modo de ionizacion negativa se detectaron 29 corriemtes ionicas con cambios
significativos en su expresion, de tal manera que 9 corrientes ionicas se encontraron
incrementadas y 20 corrientes ionicas se evidenciaron disminuidas en el grupo tratamiento

respecto al grupo control (Figura 27B).

Figura 27

Relacion de los cambios de expresion de metabolitos en la formacion del biofilm de E. coli
0157:H7 en presencia del AE de LTC Il en el enfoque no dirigido. A. Modo de ionizacion
positiva y B. Modo de ionizacion negativa.
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Nota. Las sefiales de color morado indican los metabolitos que presentaron cambios en su
expresion, de tal manera que valores negativos se asocian con aumento en la concentracion, y
valores positivos indican una reduccion en la concentracion del grupo tratamiento en
comparacion con el grupo control.

A continuacion, se determind cudles de las corrientes iénicas detectadas eran
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estadisticamente significativas, para lo cual se determinaron los valores p y FDR. Se realizo la
identificacion tentativa de los metabolitos a través de la comparacion de las relaciones masa/
carga (m/z), como se describio en la Seccion 6.3.1.2. Se detectaron 20 metabolitos con
diferencias significativas en su expresion (Tabla 14), los cuales se utilizaron para la correlacion

con las vias metabolicas afectadas en E. coli O157:H7 por el efecto del AE de LTC II.
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Tabla 14

Metabolitos (tentativamente identificados) significativamente alterados por el efecto del AE de LTC 1l sobre la formacion del biofilm
de E. coli O157:H7

Metabolito FC Log2FC Valor p FDR Modo de Tipo de anélisis y

lonizacion nivel de expresion
L- arginina 0.18438 -4.8515 5.10E-5 0.002229 + D)1
Beta-Alanil-L-arginina 0.10020 -3.3190 2.36E-4 0.003634 + (ND)t
Piridoxina 0.19498 -2.3586 1.73E-3 0.011427 + (ND)?
Uridina 0.25640 -1.9636 8.64E-4 0.007099 + (ND)?1
Carnosina 0.27093 -18840 1.06E-2 0.031514 + (ND)?1
Guanina 0.29552 -1.7587 1.76E-3 0.011455 + (ND)?1

Acido 4-piridoxico 034023  -1.5554 5.46E-3 0.018929 - (ND)?
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Piridoxal

Timidina

N-Fenilacetilglicina

Acido 2-cetoglutaramico

Lisina

O-succinil-L-homoserina

Asparagina

N-Acetilglutamina

Glutamina

Treonina

Biotina

0.35993

0.37757

0.39105

0.43133

0.11448

0.14275

0.14720

0.14810

0.15446

0.020362

0.33430

-1.4742

-1.4052

-1.3546

-1.2131

-3.1269

-2.8085

-2.7642

-2.7553

-2.6947

-2.2961

-1.5808

4.06E-3

4.27E-3

6.15E-3

0.002001

1.66E-3

1.40E-3

1.45E-3

1.45E-3

1.97E-5

2.35E-3

2.19E-2

0.016629

0.016793

0.020190

0.011978

0.007169

0.006928

0.006928

0.006928

8.79E-4

0.008772

0.039617

(ND)t

D)1

(ND)t

(ND)t

D)1

D)1

D)1

D)1

D)1

(D)1

D)1
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Acido piroglutamico 0.40554 -1.3021 1.27E-2 0.026283 + (D)t
5-Metilcitosina 0.40554 -1.3021 1.27E-1 0.026283 + D)
Piridoxal-5-fosfato 2.8784 1.5253 0.002515 0.129550 + (D)|
Acetil espermidina 3.2068 1.6811 8.62E-5 0.002512 + (D)|
Acetil putrescina 6.8223 2.7703 5.47E-4 0.005937 + (ND)|
Acetil cadaverina 12.468 3.6401 1.56E-4 0.003086 + (ND)|

AMP 15.898 3.9908 1.11E-4 0.002883 + (D)}

Acido miristico 11.103  3.4729 4.56E-3 0.020438 - (D)]
Acido 3 hidroxitetradecanoico 13.065 3.7077 1.32E-2 0.040474 - (ND)|
Adenosina 2.5401 1.3449 6.75E-3 0.017176 + (D)}

Dihidrouracilo 3.8392 1.9408 5.67E-3 0.015872 + (D)|
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Hipoxantina 3.9165  1.9696 4.32E-3 0.013426 + (D)|
5-Metiltioadenosina 4.0024 2.0009 9.61E-4 0.006928 + (D)|
UMP 4.2460 2.0861 8.87E-3 0.021605 + (D)}
Anserina 4.5360 2.1814 4.72E-4 0.006604 + (D)}
Citosina 4.9960 2.3108 6.40E-3 0.017074 + (D)}
Xantina 4.9634 2.3113 1.70E-2 0.032743 + (D)}
Acido succinico 5.8247 2.5422 2.14E-3 0.013519 - (D)|

D: Enfoque dirigido

ND: Enfoque no dirigido
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6.3.2.3. Andlisis de las vias metabdlicas afectadas por el efecto del AE de LTC Il
sobre la formacion del biofilm de E. coli O157:H7. El andlisis de las principales vias
metabolicas afectadas en E. coli O157:H7 por el efecto del AE de LTC 1l se llevo a cabo
utilizando los metabolitos detectados con diferencias estadisticamente significativas en los dos
enfoques utilizados, los cuales se encuentran compilados en la Tabla 14. Seguidamente, los
metabolitos se asociaron con sus respectivas vias metabolicas y se realizd el andlisis de los

posibles efectos metabolicos producidos por el AE de LTC Il (Tabla 15).

Tabla 15

Principales rutas metabolicas afectadas por el AE de LTC Il sobre la formacion del biofilm de
E. coli O157:H7

Ruta metabdlica Hits Metabolitos

Metabolismo de pirimidinas 7 L-Glutamina, UMP, uridina, dihidrouracilo,
citosina, timidina y 5-metilcitosina

Metabolismo de purinas 5 AMP, adenosina, xantina, hipoxantina y guanina
Metabolismo de la piridoxina 4 Piridoxina, piridoxal, 4-piridoxato y fosfato de
piridoxal
Metabolismo de la g-alanina 4 Carnosina, -alanil arginina, anserina 'y

dihidrouracilo

Metabolismo de la arginina 3 Arginina, N-acetil putrescina y N-acetil
espermidina
Metabolismo del glutamato 3 L-Glutamina, 2-cetoglutaramato y acido

piroglutamico
Ciclo de Krebs 1 Succinato

Sintesis de lipido A 1 Acido 3-hidroxitetradecanoico
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En la Figura 28 se muestra un panorama general de las rutas metabdlicas afectadas por el
AE de LTC I, entre las cuales se destacan las relacionadas con el metabolismo de los
nucleotidos, el metabolismo de aminoacidos como la arginina, glutamato y B-alanina, el ciclo de

Krebs, la sintesis de lipido A y el metabolismo de la piridoxina.

Figura 28

Esquema general de las vias metabdlicas afectadas por el AE de LTC Il sobre la formacién del
biofilm de E. coli O157:H7.
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Nota. El color verde representa los metabolitos incrementados, y los metabolitos en color rojo

representa aquellos que se encuentran disminuidos en la muestra con tratamiento.
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En el analisis de las rutas metabdlicas se destaca la afectacion en el metabolismo
ocasionada por el AE de LTC II, a nivel del metabolismo de los nucledtidos de purinas y
pirimidinas de E. coli O157:H7, el cual es mas evidente que el efecto mostrado del AE de LTC Il
sobre el metabolismo de los nucleétidos en Salmonella Enteritidis, debido a que se detectaron
cambios significativos en la concentracion de 12 metabolitos asociados con los acidos nucleicos.
Diferentes estudios han resaltado la importancia de los nucleotidos en la formacion del biofilm de
E. coli; especialmente, los relacionados con las vias biosintéticas de pirimidinas (Lee et al.,
2008; Ueda et al.,, 2009; Garavaglia, Rossi and Landini, 2012; Rossi et al., 2018). La
inactivacion de genes que pertenecen a la via biosintética del UMP altera la produccion de fibras
curli y celulosa, componentes importantes en la matriz del biofilm de E. coli, al inhibir la
transcripcion del operon csgDEFG, vy evita asi la produccion de la proteina CsgD, una de las
principales moléculas reguladoras en la formacién del biofilm (Garavaglia, Rossi y Landini,
2012). Se ha evidenciado un vinculo entre el biofilm y las concentraciones de nucledtidos
intracelulares que parece ser particularmente fuerte, ya que incluso ligeras perturbaciones en la
sintesis de novo de nucleétidos pueden no afectar el metabolismo y crecimiento celular, pero si

afectar la formacién y el mantenimiento del biofilm (Ueda et al., 2009).

En el presente estudio, se detectaron modificaciones en la concentracién de siete
metabolitos asociados con el metabolismo de pirimidinas, entre los cuales se destaca la
disminucion en la concentracion del UMP, primer nucleétido formado en la sintesis de novo de
pirimidinas, y a partir del cual se sintetizan también los nucleé6tidos derivados de la citosina y la

timina. La disminucion del UMP reportada en la presente investigacion se puede asociar con la
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deplecion en la formacion de fibras curli y celulosa, lo cual contribuiria con la inhibicion de la
formacion del biofilm de E. coli que se obtuvo en los ensayos de actividad antibiofilm descrutos
en el Capitulo 3 de la presente tesis doctoral. Ademéas del UMP, se evidenciéo también
disminucion en la concentracion de la citosina, el dihidrouracilo y la 5-metilcitosina, lo cual tiene
efectos en el metabolismo de las pirimidinas. Como se representa en la Figura 28, la uridina y la
timidina se detectaron con un incremento en la concentracién respecto al control. Para el caso de
la uridina, el incremento presentado puede ser producto de la incapacidad para fosforilar la
molécula, lo cual ocasiona su acumulacion; mientras que para la timidina, su incremento puede
ser debido a un efecto contrarregulatorio del metabolismo bacteriano para mantener la sintesis de

nucleotidos de timina a partir de su conexion con la dihidrotimina.

Ademas de la afectacion del metabolismo de las pirimidinas, el AE de LTC Il también
indujo alteraciones en el metabolismo de las purinas, en este caso se observo una disminucion en
la concentracion del AMP, adenosina, hipoxantina, xantina; mientras que la guanina tuvo un
incremento en su concentracion. Diferentes estudios han asociado la elevada concentracion de
ATP con la estimulacion de la adhesion inicial del biofilm en E. coli, debido a que el ATP
constituye la estructura del EPS (Xi and Wu, 2010; Sharma et al., 2016; Spari y Beldi, 2020). La
disminucion de los metabolitos relacionados con la formacion de los nucleétidos de adenina
posiblemente disminuye la produccién de ATP, molécula vital para la formacién del biofilm; la
disminucion de la hipoxantina y la xantina evidencian una disminucion también en el
catabolismo de los nucle6tidos de purinas. Lo anterior indica que, en la fase inicial de formacion
de los nucleotidos de purina, cuando se ha sintetizado el IMP, la conversién de IMP a AMP

estaria bloqueada, pero la formacion de IMP a GMP no tendria alteraciones e incluso se
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comenzarian a acumular metabolitos asociados con la guanina como se muestra en la Figura 28.
Este posible mecanismo de accion del AE de LTC Il sobre la sintesis de novo del metabolismo
de las purinas y pirimidinas ha sido reportado en farmacos como el 5-fluorouracilo, azatioprina y
sulfatiazol, los cuales han demostrado actividad antibiofilm sobre E. coli y P. aeruginosa

(Antoniani et al., 2010, 2013)

La disminucién en la concentracion de ATP en E. coli, también, podria ser ocasionada
por el bloqueo del ciclo de Krebs producido por la inhibicion del succinato, lo cual impediria que
la fosforilacion oxidativa se llevara a cabo, y por consiguiente, los niveles de ATP disminuyeran.
Sin embargo, es importante resaltar que recientemente Zhang et al. (2020) demostraron que ante
la incapacidad de obtener el ATP a partir de la fosforilacion oxidativa u otras vias metabdlicas,
E. coli recurre a obtener el ATP para sus funciones vitales via glucolitica (Zhang et al., 2020).
Lo anterior explicaria en parte la inhibicion del biofilm presentado, sin la afectacion de la

viabilidad del microorganismo.

Sumado a la afectacion del metabolismo de los nucleétidos, el AE de LTC Il presentd
efectos sobre la sintesis de poliaminas, como la N-acetil putrescina, la N-acetil espermidina y la
N-acetil cadaverina; metabolitos que fueron detectados disminuidos, y afectaron la formacién del
biofilm de E. coli. Estas poliaminas se han asociado con la estabilizacion de la estructura
cromosOmica, estimulacion de la actividad ribosémica, afectaciéon positiva en la traduccién de
varios reguladores globales, como RpoS, CyaA y proteinas involucradas en la sefializacién
ppGpp (Terui et al., 2012). Por lo tanto, el impacto fisiol6gico de estas poliaminas en la célula
bacteriana es sustancial y se encuentra conectado con un comportamiento microbiano complejo

en la formacion diferencial del biofilm (Terui et al., 2012; Nesse, Berg y Vestby, 2015). En el
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caso de la putrescina, esta poliamina promueve la traduccién de las proteinas UvrY y CpxR, dos
reguladores de respuesta pertenecientes a los sistemas de respuesta BarA/UvrY y CpxA/CpxR,
respectivamente. Lo anterior se encuentra ligado a cambios entre curli y el exopolisacarido poli
B-1-6 N-acetil glucosamina, dos componentes principales en la formacion del biofilm de E. coli

(Rossi et al., 2018).

El AE de LTC Il también afecté metabolitos asociados con la sintesis de B-alanina, un
aminoacido no proteico indispensable para la sintesis de pantotenato, precursor del cofactor
esencial Coenzima A (CoA) (Lbépez-Samano et al., 2020). En este caso, la mayoria de la -
alanina producida por las bacterias proviene de la conexion con el metabolismo de la uridina,
especificamente, con la dihidrouridina (Figura 28), lo cual se detectd porgque su concentracion se
disminuyo en la muestra con tratamiento, lo que ocasionaria una disminucion de p-alanina; sin
embargo, también, se evidencido un incremento en la concentracion de carnosina y B-alanil
arginina, dos sustratos a partir de los cuales, también, se puede sintetizar p-alanina y que serian

importantes para mantener los niveles de CoA en E. coli.

Otro resultado importante obtenido en la presente investigacion es la disminucién del
acido 3-hidroxitetradecanoico, el &cido graso mas comudn encontrado en el lipido A (Huang
1997), molécula que hace parte del LPS bacteriano. En este caso, podria presentarse una
alteracion en la estructura del biofilm de E. coli debido a la estrecha relacion existente entre los
niveles y estructura del LPS y la formacién de la matriz del biofilm (Vogeleer et al., 2019). El
AE de LTC Il también produjo cambios en la concentracion de diferentes metabolitos asociados
con el metabolismo de la piridoxina, con el incremento en la concentracion de piridoxal,

piridoxina y 4-piridoxato; con la disminucién del fosfato de piridoxal. Hasta el momento no se
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ha reportado en la literatura cientifica una conexion directa entre el metabolismo de la piridoxina
y la formacion del biofilm de E.coli. Sin embargo, la piridoxina tiene importancia en el
crecimiento del microorganismo y sus niveles elevados son necesarios para la biosintesis de
aminoacidos y mantenimiento de la viabilidad bacteriana (Pease et al., 2002; Rosenberg,

Ischebeck y Commichau, 2017).

En conclusion, el efecto del AE de LTC 11 sobre la formacion del biofilm de E. coli se
encuentra asociado principalmente con la disminucion en la sintesis de novo de los nucleétidos
de purina y pirimidinas, la disminucion en la concentracion de poliaminas y la disminucion de
moléculas asociadas con el metabolismo energético; de tal manera, que estos cambios producen

una disminucion en la formacion del biofilm por parte de E. coli O157:H7.

6.3.3. Analisis metabolomico del efecto del AE de LTC Il sobre la inhibicion del quorum

sensing de CVV026

Una vez obtenidos los resultados del analisis por UHPLC-Orbitrap-MS de las muestras
de control (CV026 inducido con hexanoil homoserina lactona en ausencia del AE) y muestra de
tratamiento (CV026 inducido con hexanoil homoserina lactona en presencia del AE de LTC II).
Mediante la utilizacion del software XCMS se alinearon los cromatogramas y se detectaron 1230
caracteristicas de relacién masa/carga (m/z) en modo de ionizacion positiva y 626 en modo de

ionizacion negativa.

En la Figura 29 se muestra el resultado del alineamiento y deconvolucion de los
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cromatogramas del grupo control y tratamiento con LTC Il sobre CV026 para los modos de

ionizacion utilizados.

Figura 29

Resultados de alineamiento y deconvolucion de los cromatogramas del grupo control y
tratamiento con LTC Il sobre CV026 para los datos obtenidos por UHPLC-Orbitrap-MS. A.
Modo de ionizacién positivo y B. Modo de ionizacion negativo
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6.3.3.1. Andlisis metabdlico del efecto del AE de LTC Il sobre la inhibicion del QS

de CV026: Enfoque dirigido. Para el anélisis y la interpretacion de los datos mediante un
enfoque de metabolémica dirigida se realizd la basqueda de diferentes metabolitos de interés
reportados en la literatura y relacionados con la comunicacién bacteriana dependiente de QS y su

metabolismo asociado (Anexo 1).

Luego de detectar los diferentes metabolitos de interés en la muestra control y la muestra
tratamiento, se realiz6 un PCA con un nivel de confianza del 95%. En la Figura 30A se

muestran los resultados del PCA (score plot) para el modo de ionizacidén positiva con una
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varianza analizada para el componente 1 y 2 de 66.8% y 20%, respectivamente; en la Figura
30B se ilustran los resultados obtenidos para el modo de ionizacidén negativa, cuya varianza
analizada para los componentes 1 y 2 fue de 82.3% y 12.2%, respectivamente. Los resultados
obtenidos muestran cambios en la expresion de los metabolitos entre las muestras de control y

tratamiento para los dos modos de ionizacién en el enfoque de andlisis utilizado.

Figura 30

Analisis de componentes principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras control (circulos en rojo) versus muestras con tratamiento (circulos en verde)
en el enfoque no dirigido
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Nota. A. Modo de ionizacién positiva y B. Modo de ionizacion negativa.

El FC fue determinado para el grupo tratamiento y el grupo control para los dos modos de
ionizacion utilizados; como se indico en la seccién 6.3.1.1. En la Figura 31A se evidencian los

resultados en el modo de ionizacion positiva, en el cual 15 metabolitos fueron detectados con



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 194

alteraciones en su expresion, de los cuales siete presentaron un aumento en la concentracién en el
grupo tratamiento al ser comparados con el grupo control, mientras ocho tuvieron una
disminucion en el grupo tratamiento al compararse con el grupo control. De igual manera, en la
Figura 31B, por el modo de ionizacion negativa se determinaron siete metabolitos con su

concentracion incrementada y uno disminuido en el grupo tratamiento respecto al control.

Figura 31

Relaciéon de los cambios de expresion de metabolitos en la inhibicion del QS de CV026 en
presencia del AE de LTC Il. A. Modo de ionizacion positiva y B. Modo de ionizacion negativa.
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Nota. Las sefiales de color morado indican las caracteristicas de relacion m/z encontradas como
significativamente diferentes, de tal manera, que valores negativos se asocian con aumento en la
concentracion, y valores positivos indican una reduccion en la concentracion del grupo

tratamiento en comparacion con el grupo control.

A continuacion, se detectaron los metabolitos estadisticamente significativos mediante el

calculo de los valores p y FDR. Se encontraron ocho metabolitos con diferencias significativas
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como resultado del andlisis metabolomico dirigido del efecto del AE de LTC Il sobre la
inhibicion del QS de CV026. Los metabolitos obtenidos se encuentran en la tabla 16 integrados

con los metabolitos obtenidos del analisis no dirigido.
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6.3.3.2. Analisis metabdlico del efecto del AE de LTC Il sobre la inhibicién del QS

de CV026: Enfoque no dirigido. Para el anélisis mediante metabolémica no dirigida del efecto

del AE de LTC Il sobre la inhibicion del QS de CV026, se realiz6 un PCA de las sefiales
obtenidas luego del alineamiento y deconvolucion de los cromatogramas del grupo control y
tratamiento (Figura 29). Los resultados evidenciaron cambios en la expresion entre el grupo
control y tratamiento para los dos modos de ionizacién utilizados, con una varianza analizada en
el componente 1 y 2 de 93.9% y 3.5%, respectivamente; en el modo de ionizacion positiva
(Figura 32A) y una varianza analizada en el componente 1 y 2 de 852% y 8.7%,

respectivamente, en el modo de ionizacién negativa (Figura 32B).

Figura 32

Analisis de componentes principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras control (circulos en rojo) versus muestras con tratamiento (circulos en verde)
en el enfoque no dirigido.
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Nota. A. Modo de ionizacion positiva y B. Modo de ionizacion negativa.
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Después de realizar el PCA, se determino el FC entre el grupo tratamiento y el grupo
control. En la Figura 33 se muestran los esquemas de Log2FC obtenidos a partir de los valores
de FC para los dos modos de ionizacion del enfoque no dirigido; en la Figura 33A se evidencian
590 corrientes ionicas con diferencias en la expresion entre el grupo tratamiento y el grupo
control en el modo de ionizacion positiva, de las cuales 194 corrientes ionicas exhibieron un
incremento en la concentracion, mientras 396 presentaron una disminucién en la concentracion
en el grupo tratamiento. Por otra parte, en el modo de ionizacidén negativa se detectaron 301
corrientes idnicas con cambios significativos en su expresion, de tal manera que 159 corrientes
iGnicas se encontraron incrementadas y 142 corrientes idnicas se evidenciaron disminuidas en el

grupo tratamiento respecto al grupo control (Figura 33B).

Figura 33

Relacion de los cambios de expresion de metabolitos en la inhibicién del QS de CV026 en
presencia del AE de LTC Il en el modo de ionizacion positiva (A) y negativa (B).
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Nota. Las sefiales de color morado indican las caracteristicas de relacién m/z encontradas como

significativamente diferentes, de tal manera que valores negativos se asocian con aumento en la



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 198

concentracion, y valores positivos indican una reduccion en la concentracion del grupo

tratamiento en comparacion con el grupo control.

Posteriormente, se determind el valor p y el valor FDR para evidenciar las diferencias
estadisticamente significativas entre las corrientes idnicas. Luego, se realizé la identificacion
tentativa de los metabolitos mediante la comparacion de las relaciones masa/carga (m/z), como
fue descrito en la seccion 6.3.1.2. Finalmente, se detectaron 23 metabolitos con diferencias
significativas en su expresion (Tabla 16), los cuales se utilizaron para la correlacion con las vias

metabolicas afectadas en CV026 por el efecto del AE de LTC II.
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Tabla 16

Metabolitos (tentativamente identificados) significativamente alterados por el efecto del AE de LTC Il sobre la inhibicion del QS de

CV026
Metabolito FC Log2FC Valor p FDR Modo de Tipo de anélisis y
lonizacion nivel de expresion
5-Hidroxi-L-triptéfano 0.39491  -1.3404 4.45E-5 3.97E-4 - (D)]
Fenilalanina 0.38475 -1.378 7.22E-4 2.80E-3 + (ND)|
Pantoato 0.39599 -1.3365 1.32E-3 3.68E-3 - (ND)|
Xantina 0.40419 -1.3069 2.26E-3 5.02E-3 + (ND)|
3-Metilxantina 0.42458 -1.2359 7.39E-4 2.82E-3 - (ND)|
Triptofano 14.2660 3.8345 4.59E-4 0.008101 + (D)1
O-succinil-L-homoserina 3.4846 1.801 1.19E-4 0.003194 + (D)t
Violaceina 4.6952 2.2312 0.001008 0.013351 + (D)1t
Deoxiviolaceina 4.6333 2.212 1.21E-4 0.013351 + (D)t
Acido 2-hidroxibutirico 51.7900 5.6946 1.61E-6 3.37E-5 + (D)1
Prolina 2.0233 1.0167 4.64E-3 0.007151 + (ND)?1

Timidina 2.0588  1.0418 1.02E-2 0.014061 + (ND){
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4-Piridoxato 2.0734 1.0520 0.002977 0.005033 - (ND)t
Acido oftalmico 2.1156 1.0811 0.004058 0.006363 - (ND)?
B-Alanina 2.1189 1.0833 0.002581 0.004536 + (ND)?1
Piridoxina 2.2547 1.1729 0.003880 0.006136 + (ND)?
Citrulina 2.2589 1.1756 0.004479 0.006921 + (ND)?1
Panteteina 3.0720 1.6192 6.59E-4 0.001469 + (ND)?®
Piridoxal 4.9037 2.2939 1.12E-4 4.49E-4 - (ND)|
L-Homofenilalanina 6.7238 2.7493 5.92E-4 2.75E-5 + (ND)|
Succinil-L-arginina 11.2970 3.4978 4.16E-5 2.41E-4 + (ND)|
Citidina 17.7930  4.1532 2.68E-5 1.80E-4 + (ND)|

D: Enfoque dirigido

ND: Enfoque no dirigido
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6.3.3.3 Analisis de las vias metabolicas afectadas por el efecto del AE de LTC 11
sobre la inhibicion del QS de CV026. El analisis de las principales vias metabolicas afectadas
en CV026 por el efecto del AE de LTC 11 se llevo a cabo utilizando los metabolitos detectados
con diferencias estadisticamente significativas en los dos enfoques utilizados, los cuales se
encuentran compilados en la tabla 16. Seguidamente, los metabolitos se asociaron en sus
respectivas vias metabdlicas y se realizd el analisis de los posibles efectos metabdlicos

producidos por el AE de LTC Il (Tabla 17).

Tabla 17

Principales rutas metabolicas afectadas por el AE de LTC Il sobre la inhibicién del QS de
CV026

Ruta Metabdlica Hits Metabolitos
Sintesis de violaceina 3 Triptéfano, deoxiviolaceina y violaceina
Metabolismo del pantotenato y la CoA 3 B-Alanina, pantoato y pantoteina
Metabolismo de la piridoxina 3 Piridoxina, piridoxal y 4-piridoxato
Metabolismo de la cisteina 3 O-succinil-L-homoserina, 2-

hidroxibutanoato y oftalmato

Metabolismo de las pirimidinas 3 B-Alanina, citidina y timidina

En la Figura 34 se muestra un panorama general de las rutas metabdlicas afectadas por el
AE de LTC Il sobre el metabolismo de CV026, entre las cuales se destacan las relacionadas con
la sintesis de violaceina, el metabolismo del pantotenato, CoA, piridoxina, nucle6tidos de

pirimidina y metabolismo del aminoéacido cisteina.



COMPUESTOS VEGETALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 202

Figura 34

Esquema general de las vias metabdlicas afectadas por el AE de LTC Il sobre la inhibicion del

QS de CV026.
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Nota. El color verde representa los metabolitos incrementados, y los metabolitos en color rojo

representa aquellos que se encuentran disminuidos en la muestra con tratamiento.

En el andlisis de las rutas metabdlicas se destaca la afectacion del AE de LTC Il sobre la
sintesis de la violaceina, debido a su relacién directa con el mecanismo de comunicacion
bacteriana QS de CV026 (Venkatramanan et al., 2020). El sistema de QS de CV026 consta de

dos componentes denominados Cvil y CviR (homdlogos de Luxl y LuxR), los cuales responden
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a una alta afinidad de las moléculas de acil-homoserina lactona (AHL) (McClean et al., 1997;
Stauff and Bassler, 2011). Con el incremento en la densidad celular bacteriana, las moléculas de
AHL se unen a receptores afines para formar un complejo que regula la expresion de genes diana
(incluido el operén vioABCDE) e inducir la formacion del pigmento violaceina (Choi et al.,
2015). Es importante destacar que la sintesis de violaceina producto del mecanismo de QS en
CV026 se encuentra asociado con la regulacion de la secrecion de factores de virulencia como
metaloproteasas Tipo Il (TIISS) y sistemas de secrecién Tipo Il (THISS), motilidad en
enjambre, sintesis de exopolisacaridos, proteinas flagelares, colagenasa, quitinasa y toxinas
citoliticas (Ciprandi et al., 2013; Batista and Neto, 2017; Champalal et al., 2018). Por lo tanto, la
inhibicidn en la sintesis de violaceina sin la afectacion de la viabilidad del microorganismo por
parte del AE de LTC II, como se describio en el Capitulo 4 y se evidencia en estos analisis
metabolicos; permiten sugerir que el AE de LTC Il inhibe especificamente el QS de CV026
mediante el blogueo especifico en la via de sintesis de la violaceina. En la Figura 34 se
evidencia que el AE de LTC Il bloque la sintesis de violaceina y de deoxiviolaceina, lo que
sugiere una inhibicion a nivel del proceso catalitico realizado por la enzima violaceina sintasa, la
cual cataliza una hidroxilacion en la posicién 16 de la protoviolaceina y deoxiprotoviolaceina
para formar violaceina y deoxiviolaceina, respectivamente (Balibar Walsh, 2006; Shinoda et al.,
2007). Sin embargo, el triptéfano, el principal precursor en la sintesis de la violaceina también se
encontrdé disminuido en la muestra tratamiento, lo cual indicaria que al no existir una limitacion
en la sintesis de violaceina, la célula bacteriana metabolizaria el triptéfano hacia compuestos de
otras rutas metabdlicas, por ejemplo hacia 5-hidroxi-L-triptéfano, metabolito que se detectd
incrementado y que tiene un papel regulatorio en actividades fisiol6gicas esenciales de la célula

al unirse diferentes receptores celulares, entre los cuales se destacan los receptores acoplados a
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Proteina G (GPCR) y los receptores relacionados con el metabolismo de la serotonina (Hara and
Kino, 2013). Lo anterior tiene relevancia porque pese a que se inhibié el QS, el microorganismo
contintia siendo viable, lo cual indica que las funciones vitales de CV026 no presentaron

afectaciones mayores a nivel metabolico.

Entre los resultados obtenidos, se evidencid una disminucion en metabolitos asociados
con la vitamina B6, la cual tiene funciones en la homeostasis de procesos transcripcionales y
enzimaticos, permitiéndole a la célula bacteriana regular la sintesis de diferentes moléculas, entre
las cuales se destacan aquellas asociadas con el metabolismo proteico (Belitsky, 2014; Tramonti
et al., 2015; Rosenberg, Ischebeck y Commichau, 2017). Lo anterior posiblemente se relacione
con las modificaciones evidenciadas en el metabolismo de los aminoacidos triptéfano, arginina y

cisteina.

Sumado a lo anterior, otros metabolitos que se evidenciaron afectados fueron los
relacionados con el metabolismo del pantotenato y la CoA, molécula precursora en la sintesis de
acidos grasos, péptidos no ribosomales y policétidos (Leonardi y Jackowski, 2007). En este
estudio los niveles de pantotenato y CoA no se vieron significativamente alterados, pese a la
disminucion en sustratos que son precursores de sus sintesis, como la B-alanina y la pantoteina;
lo cual sugiere que el microorganismo tiene la capacidad de obtener el pantotenato a partir de
otras conexiones metabdlicas como el pantotenol o el incremento del pantoato para mantener
niveles normales de pantotenato que no afecten el metabolismo energético y las demas
conexiones metabdlicas con las cuales se asocia este sustrato (Romine et al., 2017). Ademas, en
el metabolismo de la cisteina también se detectaron sustratos disminuidos por el efecto del AE de

LTC 1I, entre los cuales se destacan la O-succinil-L-homoserina, el oftalmato y el 2-
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hidroxibutanoato. Sin embargo, los niveles de cistationina y cisteina no se alteraron, por lo cual

el metabolismo asociado con la cisteina no tuvo afectaciones significativas.

El metabolismo de las pirimidinas también se encontro alterado a nivel de la expresion de
los nucledsidos timidina y citidina, lo cual denota afectaciones a nivel de los acidos nucleicos de
CV026, lo anterior puede tener alguna relacion con la desregulacion en la virulencia relacionada
con el QS ocasionada por el AE de LTC Il en el microorganismo, debido a que en modelos
bacterianos similares se ha asociado el metabolismo de las pirimidinas con regulaciéon del QS
(Ueda et al., 2009). Debido a la escasez de estudios metabdlicos relacionados con CV026, la
asociacion, analisis y comparacion de los resultados obtenidos se encuentra limitada, por lo
tanto, en estudios posteriores se realizaran analisis especificos sobre ciertos metabolitos de
CV026 con el objetivo de comprender mejor las variaciones producidas por el AE de LTC Il en

el metabolismo de este microorganismo.

6.4. Conclusiones

- El posible mecanismo de accion del AE de LTC Il sobre la inhibicion de la
formacion del biofilm de Salmonella enterica ser Enteritidis se relaciona principalmente con la
inhibicion en la sintesis de la UDP-GIcNAC, inhibicion del metabolismo de nucleétidos de purina

y pirimidina y afectacion en el metabolismo energético del microorganismo.

- el efecto del AE de LTC Il sobre la formacién del biofilm de E. coli se encuentra

asociado principalmente con la disminucion en la sintesis de novo de los nucleétidos de purina y
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pirimidinas, la disminucién en la concentracion de poliaminas y la disminucion de moléculas

asociadas con el metabolismo energético.

- El efecto inhibitorio del AE de LTC Il sobre el QS de CV026 se relaciona
principalmente con la inhibicion en la formacion de violaceina a nivel del paso catalizado por la
enzima violaceina sintasa, lo cual se asocia con una reduccion en la virulencia del

microorganismo.

7. Recomendaciones
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. Determinar la citotoxicidad de los AE sobre otras lineas celulares relacionadas

con la aplicacion deseada como células epiteliales y fibroblastos humanos.

. Realizar analisis de comprobacion de los metabolitos analizados mediante
técnicas transcriptomicos y estudios dirigidos en los metabolitos afectados de mayor relevancia

en cada uno de los microorganismos.

. Utilizar estrategias de nanoencapsulacion de los AE con el objetivo de mejorar su

actividad bioldgica, su biocompatibilidad y biodisponibilidad.
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Apéndice A

Listado de metabolitos utilizados en los analisis de metabolomica dirigida
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Metabolito

Z-GLY-TYR-OH
Isoleucina
Leucina

Valina

Lisina

Glutamato
Tirosina
Fenilalanina
Triptofano
Arginina

Alanina
Aspartato
Glutamina
Histidina
Treonina
Metionina
Prolina
Asparagina
Cisteina

Serina

Glicina

Carnitina
N-acetil glutamina
Adenosina
Hexadecil urea
Acido piroglutamico
Acido N-acetil glutamico
Guanosina
9-octadecenamida
Putrescina
Valinol

Acido oleico

Ciclo Leu-Leu

Férmula

C19H20N206
C6H13NO2
C6H13NO2
C5H11NO2
C6H14N202
C5HINO4
CY9H11NO3
CY9H11NO2
C11H12N202
C6H14N402
C3H7NO2
C4H7NOA4
C5H10N203
C6HIN302
C4HINO3
C5H11INO2S
C5HINO2
C4H8N203
C3H7NO2S
C3H7NO3
C2H5NO2
C7H15NO3
C7H12N204
C10H13N504
C17H36N20
C5H7NO3
C7H11NOS
C10H13N505
C18H35NO
C4H12N2
C5H13NO
C18H3402
C12H22N202

m/z

372.13159
131.09408
131.09408
117.07843
146.10498
147.05261
181.07334
165.07843
204.08933
174.11112
89.04713
133.03696
146.06859
155.06892
119.05769
14905050
115.06278
132.05294
121.0192
105.04204
75.03148
161.10464
188.07916
267.0962
284.28221
129.04204
189.06317
283.09112
281.27132
88.0995
103.09116
282.25533
226.16758

m/z (aducto M+H)

373.13941
132.1019
132.1019

118.08625
147.1128

148.06043

182.08116

166.08625

205.09715

175.11895
90.05493

134.04478

147.07641

156.07675

120.06552

150.05832
116.0706

133.06077

122.02702

106.04987

76.0393

162.11247

189.08699

268.10403

285.29004

130.04987

190.07

284.09894

282.27914
89.10732

104.10699

283.26316
227.1754
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ADP C10H15N5010P2 427.02887 428.03669
Pentobarbital C11H18N203 226.13119 227.13902
Acetil espermidina C9H21N30 187.16791 188.17574
Esfingosina C17H35N02 285.26623 286.27405
15- C17H37NO2 287.28188 288.2897
Metilhexadecaesfinganina

Lyso-PE(16:0) C21H44NQO7P 453.28499 454.29281
AMP C10H14N507P 347.06253 348.07036
NAD C21H27N7014P2 663.10857 664.1164
Lyso-PE (15:0) C20H42NO7P 439.26934 440.27717
Lyso-PE (14:0) C19H40NQO7P 425.25369 426.26151
Creatinina C4H7N30 113.05836 114.06618
Hipoxantina C5H4N40 136.03796 137.04579
Creatina C4H9N302 131.06893 132.07675
Adenina C5H5N5 135.05395 136.06177
Deoxiguanosina C10H13N504 267.0962 268.10403
Timidina C10H14N205 242.08972 243.09755
Etil timina C7H10N202 154.07368 155.0815
Isoleucilvalina C11H22N203 230.16249 231.17031
5-Metiltioadenosina C11H15N503S 297.08901 298.09684
Citosina C4H5N30 111.04271 112.05054
5.Metilcitosina C5H7NO3 129.04204 130.04987
O-Succinil-L-Homoserina C8H13NO6 219.07374 220.08156
Valil aspartato C9H16N205 232.10537 233.1132
Leucilprolina C11H20N203 228.14684 229.15467
Etil lauril arginina C20H40N403 384.30949 385.31732
Deoxiadenosina C10H13N503 251.10129 252.10911
Citrulina C6H13N303 175.09514 176.10297
Acido nicotinico C6H5NO2 123.03148 124.0393
Biotina C10H16N203S 244.08761 245.09544
Histamina C5HI9N3 111.0791 112.08692
Hexanoil carnitina C13H25N0O4 259.17781 260.18563
Uridina-5-Monofosfato C9H13N209P 324.03532 325.04314
L-Glutation oxidado C20H32N6012S2 612.15141 613.15924
Glicerol C3HB803 92.04679 93.05462
Acido lactico C3H603 90.03114 91.03897
Acido hidroxiglutarico C5HB805 148.03662 149.04445
Xantina C5H4N402 152.03288 153.0407
Anserina C10H16N403 240.12169 241.12951
N-N Dimetil glicina C4HI9NO2 103.06278 104.0706
4-Hidroxifenillactato C9H1004 182.05736 183.06518
Acetil arginina C8H16N403 216.12169 217.12951
Esfinganina C18H39NO2 301.29753 302.30536
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Lyso-PC (15:0) C23H48NO7P 481.31629 482.32411
N-acetil aspartato C6H4NO5 170.0084 171.01622
ATP C10H16N5013P3 506.9952 508.00302
GABA C4HI9NO02 103.06278 104.0706
Timina C5H6N202 126.04238 127.0502
Ornitina C5H12N202 132.08932 133.09715
GMP C10H14N508P 363.05745 364.06527
Creatinato C4HBN302 130.0611 131.06893
Metabolito Formula m/z m/z (aducto M-H)
Acido succinico C4H604 118.02606 117.01823
Acido lactico C3H603 90.03114 89.02332
Etil piruvato C5H803 116.04679 115.03897
Acido acetoacético C4H603 102.03114 101.02332
Uracilo C4H4N202 112.02673 111.0189
Acido benzoico C7H602 122.03623 121.0284
Acido 2- C4HB803 104.04679 103.03897
hidroxibutirico
UDP-Galactosa C15H24N2017P2 566.05417 565.04665
Piruvato C3H303 87.00767 85.99984
Acido dihidroxiacético ~C2H404 92.01041 91.00258
Acido glicérico C3H604 106.02606 105.01823
Acido miristico C14H2802 228.20838 227.20056
Urato C5H4N403 168.02779 167.01996
Taurina C2H7NO3S 125.01411 124.00629
N-acetil-L-Metionina C7H13NO3S 191.06106 190.05324
AMPA C7H10N204 186.06351 185.05568
Trimetoprima C14H18N403 290.13734 289.12952
5-Hidroxi-L- C11H12N203 220.08424 219.07642
Triptéfano
Acido octadienoico C8H1202 140.08312 139.07536
Acido mevalonico C6H1204 148.07301 147.06518
9-0x0-2,4,5,7- C10H1003 178.06244 177.05462
decatetraenoic acid
2-Aminoadenosina C10H14N604 282.1071 281.09928
Acido maleico C4H404 116.01041 115.00258
Acido malico C4H605 134.02097 133.01315
Acido oxalico C2H204 89.99476 88.98693
Acido cetoglutarico C5H605 146.02097 145.01315
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Acido maldnico C3H404 104.01041 103.00258
Acido C10H18N406 290.12208 289.11426
argininosuccinico

Acido araquidoénico C20H3202 304.23968 303.23186
Acido ascorbico C6H806 176.03154 175.02371
Furaguanidina C6H7N503 197.05434 196.04651
Sulfato H2S04 97.96683 96.959
Alantoina C4H6N403 158.04344 157.03562
Xantosina C10H12N406 284.07514 283.06731
UDP-Glucosa C15H24N2017P2 566.05447 565.04665
Deoxiuridina C9H12N205 228.07407 227.06625
Uridina C9H12N206 244.06899 243.06116
Orotato C5H4N204 156.01656 155.00873
Acido 3- C4H9NO2 103.06278 102.05495
aminoisobutirico

Dihidrouracilo C4H6N202 114.04238 113.03455
3-oxopropanoato C3H403 88.01549 87.00767
Barbiturato C4H4N203 128.02164 127.01382
Dihidrotimina C5H8N202 128.05803 127.0502
5-Metilbarbiturato C5H6N203 142.03729 141.02947
S-Adenosil-L- C14H20N605S 384.12104 383.11321
Homocisteina

L-Cistationina C7H14N204S 222.06688 221.05951
Gliceraldehido 3- C3H706P 169.99748 168.98965
fosfato

Fosfato de Piridoxal C8H10NOG6P 247.02402 246.0162
Guanosina 5- C10H14N508P 363.05745 362.04962
Monofosfato

3-DesfosfoCoenzima A C21H33Li2N7013P2S 697.16292 696.1551
Fenil piruvato de sodio C9H8NaO3 187.03656 186.02874
Piperidona C9H15NO2 169.10973 168.1019
Deoxicitidina C9H13N304 227.09006 226.08223
AMPA C7H10N204 186.06351 185.05568
Espermidina C7HI19N3 145.15735 144.14952
Acido 2-2 C4H10N202 118.07368 117.06585
Diaminobutirico

Acetilcolina C7H16NO2 146.11755 145.10973
3-Fenilpropionilglicina C11H13NO3 207.08899 206.08117
Normetanefrina C9H13NO3 183.08899 182.08117
L-Quinurenina C10H12N203 208.08424 207.07642
Acido guanidinoacético C3H7N302 117.05328 116.04545
Acido hipurico C9HIONO3 179.05769 178.04987
Colesterol C27H460 386.35432 385.34649
B-Sitosterol C29H500 414.38562 413.37779
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Acido litocdlico C24H4003 376.2972 375.28937
Acido itacénico C5H604 130.02606 129.01823
Cinamoilglicina C11H11INO3 205.07334 204.06552
Dopamina C8H11NO2 153.07843 152.0706
Trimetoprima C14H18N403 290.13734 289.12952
N-acetil-L-Triptéfano ~ C13H14N203 246.09989 245.09207
N-Acetil-L-Cisteina C5HI9NO3S 163.02976 162.02194
Serotonina C10H12N20 176.09441 175.08659
L-Histidinol C6H11IN30 141.08966 140.08184
8-Hidroxi-2- C10H13N505 283.09112 282.08329
Deoxiguanosina

L-Palmitoilcarnitina C23H45N04 399.33431 398.32648
2-Deoxiinosina C10H12N404 252.08531 251.07748
5-Hidroxi-L- C11H12N203 220.08424 219.07642

Triptofano
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Apéndice B

Analisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por UHPLC-Orbitrap-
MS de muestras de calidad, control y tratamiento en modo de ionizacion positiva y negativa.
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Figura. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS del efecto del AE de LTC Il frente a Salmonella Enteritidis ATCC 13076.
Muestras de calidad (circulos verdes), muestras control (circulos en rojo) y muestras con

tratamiento (circulos en azul) en modo de ionizacion positiva
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Figura. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS del efecto del AE de LTC Il frente a Salmonella Enteritidis ATCC 13076.

Muestras de calidad (circulos verdes), muestras control (circulos en rojo) y muestras con
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tratamiento (circulos en azul) en modo de ionizacion negativa
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Figura. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS del efecto del AE de LTC Il frente a Escherlchia coli O157:H7. Muestras
de calidad (circulos verdes), muestras control (circulos en rojo) y muestras con tratamiento

(circulos en azul) en modo de ionizacion positivo
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Figura. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por

UHPLC-Orbitrap-MS del efecto del AE de LTC Il frente a Escherlchia coli O157:H7. Muestras
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de calidad (circulos verdes), muestras control (circulos en rojo) y muestras con tratamiento

(circulos en azul) en modo de ionizacion negativo
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Figura. Anélisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por
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UHPLC-Orbitrap-MS del efecto del AE de LTC Il frente a CV026. Muestras de calidad
(circulos verdes), muestras control (circulos en rojo) y muestras con tratamiento (circulos en

azul) en modo de ionizacién positiva
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Figura. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los resultados obtenidos por
UHPLC-Orbitrap-MS del efecto del AE de LTC Il frente a CV026. Muestras de calidad
(circulos verdes), muestras control (circulos en rojo) y muestras con tratamiento (circulos en

azul) en modo de ionizacidn negativa
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Apéndice C

Analisis comparativo de los iones de fragmentacion para los espectros tedricos y experimentales
de los principales metabolitos detectados asociados con las rutas metabdlicas estudiadas

Metabolito

Adenosina
AMP
Glutamina

Violaceina

Treonina
Valina
Fenilalanina
Prolina
Arginina
Citidina
Adenina
Guanina

Leucina

4-aminobutanoato
3-metilxantina
5-metil citosina
Acetil espermidina

Acetil putrescina

Acido

hidroxibutirico

Fosfato de piridoxal

n-butanoil-

homoserina lactona

tR

3.27
3.05
0.94
6.22

3.33
1.00
3.44
3.31
0.90
1.44
5.32
3.18
2.65
1.2
3.2
1.75
0.92
0.94
0.96

4.02
2.6

lones producto (m/z, exp)

119.0, 136.0
86.0, 97.0, 136.0
84.0

183.0, 259.0, 270.1, 273.1,
283.0, 301.0, 316.1, 326.0,
344.1

102.1, 120.0
118.0
103.0, 120.0, 166.0
116.0
116.0, 130.0, 158.0, 175.1
112.0, 244.0
92.0,119.0, 136.0
135.0, 152.0
86.0,132.1
84.4
96.0, 124.0, 167.0
83.1, 109.2, 126.2
84.2,114.0
114.0, 131.0
103.0

94.0,122.0, 150.0
102.0, 172.0

lones producto (m/z) de
referencia

119.0, 136.0
85.0, 97.0, 136.0
84.0

183.0, 259.0, 270.1, 273.1,
283.0, 301.0, 316.1, 326.0,
344.1

102.9, 120.0
118.0
103.0, 120.0, 166.0
116.0
116.0, 130.0, 158.0, 175.1
112.0, 244.0
92.0, 119.0, 136.0
135.0, 152.0
86.0,132.1
84.4
96.0, 124.0, 167.0
83.1, 109.2, 126.2
84.2,114.0
114.0, 131.0
103.0

94.0, 122.0, 150.0
102.0, 172.0
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Acido succinico 0.75 99.1, 116.9 99.1, 116.9
Uridina 1.2 96.4, 113.2,119.0 96.4, 113.2,119.0
Uridina-5- 1.39 97.0, 113.0 97.0, 113.0
monofosfato
Xantina 1.54 81.0, 93.0, 110.0 81.0, 93.0, 110.0
mzspec:MASSBANK::accession:FIO00686
Precursor m/z: 268.1040 Charge: O
jX=)
—
S
o
mM
—
100% -
B80% -
=
B
=
2 60% -
=
40% -
al
20% - g g
= 2
—
0% 1 T “ T T T T T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300
m/z
990978-27-eb-14735 RT: 3.09 AV: 1 NL: 31267 9
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Figura. Espectro de masas de la adenosina obtenido en la muestra tratamiento del efecto

del AE de LTC Il sobre E. coli O157:H7. Espectro de masas suministrado por la base de datos

(A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 40 EV.

mzspec:MASSBANK::accession:PS116404
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Figura. Espectro de masas del AMP obtenido en la muestra tratamiento del efecto del

AE de LTC Il sobre E. coli O157:H7. Espectro de masas suministrado por la base de datos (A) y

espectro de masas experimental (B). Hcd 40 EV.

mzspec:MASSBANK::accession: KO002927

Precursor m/z: 147.0000 Charge: O

Figura. Espectro de masas de la glutamina obtenido en la muestra tratamiento del efecto

del AE de LTC Il sobre E. coli O157:H7. Espectro de masas suministrado por la base de datos

(A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 40 EV.
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mzspec:GNPS:GNPS-LIBRARY:accession:CCMSLIB0O0004721992
Precursor m/z: 344.1030 Charge: 1
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Figura. Espectro de masas de la violaceina obtenido en la muestra control de C\VV026 en

presencia de Hexanoil homoserina lactona. Espectro de masas suministrado por la base de datos

(A) y espectro de masas experimental (B). Hed 40 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession:PB000403
Precursor m/z: 120.0655 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la treonina obtenido en la muestra tratamiento del efecto
del AE de LTC Il sobre E. coli O157:H7. Espectro de masas suministrado por la base de datos

(A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 10 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession:CE0O00579
Precursor m/z: 118.0863 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la valina obtenido en la muestra tratamiento del efecto del
AE de LTC Il sobre S. Enteritidis ATCC 13076. Espectro de masas suministrado por la base de

datos (A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 10 EV.
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mZSpec:MASSBANK::aCCESSiOH:CEOOOZBZ
Precursor m/z: 166.0863 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la fenilalanina obtenido en la muestra tratamiento del
efecto del AE de LTC Il sobre S. Enteritidis ATCC 13076. Espectro de masas suministrado por

la base de datos (A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 30 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession: CE000639
Precursor m/z: 116.0706 Charge:
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Figura. Espectro de masas de la prolina obtenido en la muestra tratamiento del efecto del

AE de LTC Il sobre S. Enteritidis ATCC 13076. Espectro de masas suministrado por la base de

datos (A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 10 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession:CEO00276
Precursor m/z: 175.1190 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la arginina obtenido en la muestra tratamiento del efecto

del AE de LTC Il sobre S. Enteritidis ATCC 13076. Espectro de masas suministrado por la base

de datos (A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 10 EV.
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mzspec:MASSBAN K::accession:PR100116
Precursor m/z: 244.0933 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la citidina obtenido en la muestra tratamiento del efecto del
AE de LTC Il sobre CVV026. Espectro de masas suministrado por la base de datos (A) y espectro

de masas experimental (B). Hcd 30 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession:PS003904
Precursor m/z: 136.1100 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la adenina obtenido en la muestra tratamiento del efecto
del AE de LTC Il sobre Salmonella Enteritidis ATCC 13076. Espectro de masas suministrado

por la base de datos (A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 40 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession:PS024002
Precursor m/z: 152.1100 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la guanina obtenido en la muestra tratamiento del efecto
del AE de LTC Il sobre Salmonella Enteritidis ATCC 13076. Espectro de masas suministrado

por la base de datos (A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 20 EV.
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mzspec:MASSBANK::accession:CE0O00685
Precursor m/z: 132.1019 Charge: O
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Figura. Espectro de masas de la guanina obtenido en la muestra tratamiento del efecto
del AE de LTC Il sobre E. coli O157:H7. Espectro de masas suministrado por la base de datos

(A) y espectro de masas experimental (B). Hcd 20 EV.
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