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. Introduccién

El uso indiscriminado de antibidticos ha generado una gran problematica, ya que se han
encontrado bacterias que presentan resistencia a un gran numero de antibiéticos
presentes en el mercado. De acuerdo con un comunicado de la OMS en el 2017, se
establecio una lista de prioridades para la investigacion y desarrollo de nuevos
antibiéticos contra bacterias de importancia clinica. Muchos de los antibiéticos actuales
tienen un efecto sobre procesos esenciales en las bacterias metabdlicamente activas, por
ello, las bacterias pueden facilmente generar resistencia contra estos medicamentos.
Ademas, los antibibticos actuales también tienen un efecto adverso sobre las bacterias
qgue forman parte de la microbiota del hospedero. Por ello, los compuestos anti-virulencia
representan una alternativa para combatir infecciones bacterianas. Como su nombre lo
indica, los compuestos anti-virulencia afectan especificamente la virulencia de las
bacterias sin afectar su viabilidad; estos compuestos pueden inhibir la expresion de genes
de virulencia en una bacteria. Debido a que los compuestos anti-virulencia no afectan
procesos celulares esenciales para el crecimiento bacteriano, probablemente estas
bacterias no generarian una resistencia hacia ellos. Una de las alternativas para la
busqueda de los compuestos anti-virulencia son las plantas, ya que, por su naturaleza
sésil y su metabolismo secundario, producen compuestos que utilizan para defenderse
contra infecciones causadas por agentes patdégenos. Aunado a esto, las plantas se han
utilizado en la medicina tradicional para combatir infecciones bacterianas y actualmente
se estd estudiando el efecto de extractos de plantas como posibles agentes
antimicrobianos, principalmente sobre bacterias que presentan multi-resistencia a los
antibiéticos.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria metabdlicamente verséatii que causa
infecciones nosocomiales en pacientes inmunocomprometidos. Esta bacteria puede
sobrevivir en superficies de los hospitales ya que establece comunidades bacterianas
denominadas biopeliculas. Entre los genes de virulencia de P. aeruginosa se encuentran
los que permiten la formacion de biopeliculas, los que codifican para un sistema de
secrecion tipo 3 (SST3) y sus proteinas efectoras, y genes que codifican para fimbrias.
Salmonella Typhimurium es el agente causal de infecciones gastrointestinales en
humanos y en animales de importancia en industria avicola y ganadera; ademas,
actualmente se han encontrado cepas de S. Typhimurium en pacientes que presentan
infecciones sistémicas. Los genes de virulencia en S. Typhimurium generalmente se
encuentran en regiones del genoma denominadas islas de patogenicidad. Los genes de
la isla 1 (SPI-1) codifican para reguladores transcripciones, un SST3 y sus proteinas
efectoras, las cuales son importantes para la invasion de la bacteria a células intestinales.
Por otro lado, los genes de la isla 2 (SPI-2) codifican para reguladores transcripcionales,
otro SST3 y proteinas efectoras, las cuales son importantes durante la sobrevivencia y
replicacion de la bacteria dentro de las células intestinales y dentro de macréfagos; la



sobrevivencia de Salmonella dentro de macrofagos es esencial para establecer
infecciones sistémicas.

Asi, con base a los antecedentes anteriormente descritos, en este proyecto nos
plantemos estudiar el posible efecto anti-virulencia de diferentes extractos de plantas.
Especificamente, buscaremos extractos de plantas que inhiban la expresion de genes de
virulencia de P. aeruginosa y S. Typhimurium. Con nuestro proyecto esperamos contribuir
a la solucion de la problemética de salud ocasionada por bacterias patdogenas resistentes
a los antibidticos disponibles en la actualidad.



Marco teorico

2.1 Descubrimiento de antibioticos

La era de los antibidticos comienza en 1928, con el descubrimiento de la penicilina por
Alexander Fleming a partir de un hongo del género Penicillium. Este compuesto fue
aislado y empleado para tratar infecciones en humanos, lo cual marcé un gran avance
para la medicina, puesto que se pudieron tratar enfermedades que en ese entonces
presentaban tasas altas de mortalidad. En los afios posteriores, se fueron descubriendo
nuevos antibidticos, impactando en mayor medida el tratamiento de diferentes
infecciones bacterianas. Sin embargo, pocos afios después del descubrimiento de la
penicilina, se encontraron cepas resistentes a este antibiético, pero también a la amplia
gama de antibibticos que salian al mercado, lo cual representd una preocupacion clinica
significativa, pues la resistencia se encontraba inmediatamente después de que el
antibiotico saliera al mercado. Con el paso del tiempo, no se podia mantener el ritmo de
descubrimientos de nuevos antibiéticos, ya que se encontraba resistencia incluso antes
de que el antibiético saliera al mercado y actualmente el desarrollo de los antibi6ticos
disminuyd. La crisis actual de la resistencia a los antibidticos es debido a que se han
encontrado bacterias que presentan multi-resistencias a ellos, limitando las opciones
terapéuticas contra estas infecciones bacterianas (Aslam et al., 2018).

2.1.1 Mecanismos de accion de los antibiéticos

Existen diversos tipos de antibitticos, los cuales tienen diferentes mecanismos de accion
sobre funciones fisioldgicas o metabdlicas esenciales de la célula bacteriana, tal como la
inhibicién de la sintesis de acido desoxirribonucleico (ADN), de &cido ribonucleico (ARN),
de proteinas y de la pared celular; también actian sobre el metabolismo (Tabla 1) (Zaman
et al., 2017). Sin embargo, debido a que los antibiéticos tienen un efecto sobre estos
procesos celulares esenciales, la presencia de estos ejerce una presion de seleccion que
puede favorecer la aparicion de bacterias resistentes a antibioticos. La resistencia se
puede adquirir a través de mutaciones en el genoma de las bacterias y mediante la
adquisicion de genes de resistencia por transferencia horizontal. Los antibioticos se han
utilizado en grandes cantidades en el tratamiento de enfermedades en humanos y en
animales, asi como promotores de crecimiento en animales y como profilacticos en
animales y en cultivos agricolas, lo cual ha seleccionado la proliferacion de cepas
resistentes a antibioticos en todo el medio ambiente (Levy & Marshall, 2004).



Mecanismos de accion Familias de antibidticos

Inhibicion de la sintesis de la pared Penicilinas; cefalosporinas;
celular carbapenémicos; daptomicina;
monobactamicos; glucopéptidos

Inhibicion de la sintesis de proteinas Tetraciclinas; aminoglucdsidos;
oxazolidononas; estreptograminas;
cetolidos; macrolidos; lincosamidas

Inhibicion de la sintesis de ADN Fluoroquinolonas

Inhibicion competitiva de la sintesis de  Sulfonamidas; trimetoprima
acido félico

Inhibicion de la sintesis de ARN Rifampicina

Otro Metronidazol

Tabla 1.- Principales familias de antibidticos y su mecanismo de accién (Modificado de Levy & Marshall, 2004).

2.1.2 Mecanismos de resistencia a los antibiéticos

Se ha descrito que existe una correlacién entre el uso inadecuado de los antibiéticos con
la creciente generacion de cepas resistentes a ellos. Estas cepas bacterianas son
capaces de sobrevivir en presencia de los antibiéticos, a diferencia de aquellas bacterias
que no han sido expuestas a dichos compuestos. Sin embargo, también existen
mecanismos de resistencia intrinseca como la presencia de bombas de flujo, cuya funcién
es expulsar los compuestos toxicos fuera de la bacteria, tal como los antibioticos.
También existen otros mecanismos de resistencia, tal como la presencia de enzimas que
degradan o modifican a los antibiéticos, y la modificacidon de los sitios blanco (Figura 1).
Estos mecanismos pueden ser generados por mutaciones en el cromosoma bacteriano
o por la adquisicion de genes por transferencia horizontal (Aslam et al., 2018).
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Figura 1.- Mecanismos de resistencia a los antibidticos. En la bacteria pueden encontrarse genes de resistencia en el cromosoma;
sin embargo, la presencia de genes de resistencia en los plasmidos puede favorecer la generacion de diversas cepas multi-
resistentes a los antibidticos. Entre los mecanismos de resistencia a los antibidticos se encuentran las bombas de flujo, que le
permiten aumentar el flujo activo de salida de los antibidticos (1), la participacion de una enzima que permite alterar (2) o degradar
(3) alos antibidticos, o bien, la modificacidn del sitio blanco del antibiético (4) (Modificada de Montero, 2012).

La transferencia horizontal de genes ha sido trascendental durante la evolucion de las
bacterias; sin embargo, este proceso también ha permitido la generacion de bacterias
resistencias a los antibioticos. Existen tres mecanismos de transferencia horizontal de
genes: transformacion, transduccién y conjugacion (Figura 2). La transferencia de genes
por medio de la conjugacion es el Unico tipo que involucra contacto directo entre las dos
bacterias. Durante la conjugacion, el paso del material genético de una bacteria a otra se
realiza por medio de un contacto fisico establecido por una estructura denominada Pili.
Este funciona como un puente de conexién, por donde ocurre el intercambio. La
transformacion involucra la adquisicién de una molécula de ADN que se encuentra en el
ambiente cercano a una bacteria receptora. Este fragmento de ADN proviene de otra
bacteria. Finalmente, el mecanismo de transduccién ocurre por medio de un fago (virus)
que lleva ADN desde una bacteria donadora a una receptora (Aslam et al., 2018).
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Figura 2.- Mecanismos de transferencia horizontal de genes: transduccion, transformacion y conjugacion (Aslam et al., 2018).

2.2 Factores que contribuyen a la resistencia de los antibioticos

Aunqgue la resistencia a los antibiéticos se puede dar de manera natural en las bacterias,
el uso incontrolado de los antibioticos ha seleccionado a las bacterias resistentes a ellos;
por ejemplo, la inadecuada prescripcion de antibiéticos contra infecciones por virus.
Asimismo, el mal manejo de los antibiéticos como promotores de crecimiento en los
animales de granja esta relacionado con la propagaciéon de bacterias resistentes en los
humanos a través de los productos de consumo derivados de animales. Ademas, los
desechos de los animales que contienen bacterias resistentes pueden llegar a las plantas
cuando estos desechos se utilizan como abono, o también a través del riego de los
cultivos con aguas contaminadas con estas bacterias (Figura 3) (Aslam et al., 2018).

Se conoce que los factores antes mencionados no son los Unicos que atribuyen al
descontrol de este problema, sino también el mal manejo de areas en los entornos de
saneamiento, falta de control en los estdndares de manejo de infecciones, los sistemas
de higiene del agua, la calidad de los medicamentos y la migracion (Holmes et al., 2016).
Adicionalmente, muchos compuestos antimicrobianos son utilizados en productos de
higiene diaria, lo que puede participar en la generacién de la resistencia. Debido a esto,
se han hallado bacterias resistentes a antibidticos en diferentes lugares, como en
hospitales, en animales de consumo, en cultivos, en rios y en el aire, lo que tiene un
impacto en la transmision de bacterias resistentes hacia los humanos, animales, plantas
y el medio ambiente en general (Figura 3) (Pérez & Bustamante, 2018). Por ello, se ha
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desarrollado el concepto de “una salud”, el cual busca enfatizar que la salud humana,
animal y del medio ambiente estan relacionadas (Holmes et al., 2016).

=
/ ANTIBIOTICOS \

nr’ DESECHOS

&)

ALIMENTO

Figura 3.- Seleccion y transmision de bacterias resistentes a antibidticos. El uso excesivo e inadecuado de antibidticos ha
seleccionado bacterias resistentes a antibioticos, las cuales pueden transmitirse entre humanos, animales y medio ambiente a
través de multiples vias (Pérez & Bustamante, 2018).

2.3 Problematica

En el afio 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aprob6 un plan de accion
para enfrentar la resistencia a los antimicrobianos con el compromiso de los estados
miembros de elaborar y aplicar planes nacionales apegados a este plan mundial. En
esencia, este plan propone la divulgacién y concientizacion del problema, la vigilancia y
la investigacion, la higiene y saneamiento como medidas de prevencion, el uso adecuado
de los antibiéticos actuales y la inversion en el desarrollo de nuevos medicamentos, de
herramientas de diagndstico y de vacunas (WHO, 2015).

La propagacion de la resistencia a los antibiéticos ha ido en aumento. Si en el presente
no se hace nada para desarrollar nuevos compuestos antimicrobianos para contrarrestar
a las bacterias resistentes a los antibiéticos podriamos regresar a una era pre-antibiética,
donde las infecciones que ya se habian controlado, volveran a ser mortales. De hecho,
se calcula que para el afilo 2050 habra 10 millones de muertes al afio por infecciones por
bacterias resistentes, un nimero mayor a las muertes que ocasionan otras enfermedades

13



que actualmente tienen altas tasas de mortalidad, como el cancer (Figura 4) (O’Neil,
2014).

Muertes atribuibles a la resistencia
a antibidticos (AMR) por afo, en
comparacion con otras principales

causas de muerte SRR

antibidticos en
2050

10 million

Tétanos

60,000

Accidentes

automovilisticos Cancer
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130,000 ~ ' 100,000
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Diarrea Diabetes
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Figura 4.- Muertes atribuibles a la resistencia a los antibidticos por afio. Comparacion de las muertes ocasionadas actualmente
por la resistencia a los antibidticos contra otras principales causas de muerte. En morado se muestra la prediccién para el 2050
de las muertes ocasionadas por la resistencia a los antibiéticos (Modificada de O’Neil, 2014).

En respuesta a la problematica actual de la resistencia a los antibiéticos, la OMS cre6
una lista global de patdégenos prioritarios, con el fin de coadyuvar a la investigacion y el
desarrollo de antibidticos nuevos, asi como buscar soluciones a las infecciones por estas
bacterias que ya presentan resistencia a los antibidticos existentes. La lista se divide en
tres prioridades: critica, alta y media, las cuales fueron divididas a través de distintos
indicadores como: mortalidad, prevalencia, transmisibilidad, prevencion y tratamiento,
entre otras (Figura 5) (WHO, 2017).

A través del plan de accion de la OMS y de la participacion de los paises miembros de
esta organizacion, se pretende frenar la generacion y la diseminacion de bacterias
resistentes a los antibidticos. El desarrollo de nuevos compuestos antimicrobianos es
esencial para contrarrestar las infecciones causadas por bacterias patdgenas multi-
resistentes a los antibibticos.
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Priority 1: CRITICAL*

Acinetobacter baumannii, carbapenem-resistant

Pseudomonas aeruginosa, carbapenem-resistant

Enterobacteriaceae*, carbapenem-resistant, 3” generation
cephalosporin-resistant

Priority 2: HIGH

Enterococcus faecium, vancomycin-resistant

Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, vancomycin
intermediate and resistant

Helicobacter pylori. clarithromycin-resistant
Campylobacter, fluoroquinolone-resistant
Salmonella spp., fluoroquinolone-resistant
Neisseria gonorrhoeae, 3" generation cephalosporin-resistant,

Priority 3: MEDIUM

Streptococcus pneumoniae, penicillin-non-susceptible

# Mycobacteria (including Mycobacterium tuberculosis, the cause of human tuberculosis), was not
subjected to review for inclusion in this prioritization exercise as it is already a globally established
priority for which innovative new treatments are urgently needed.

* Enterobacteriaceae include: Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Sermratia spp.,
Proteus spp.. and Providencia spp, Morganella spp.

Figura 5.- Lista de patdgenos prioritarios para la investigacion y desarrollo de nuevos antibidticos (WHO, 2017).

2.4 Compuestos naturales antimicrobianos

La mayoria de los antibiéticos actuales han sido aislados a partir de microorganismos del
suelo y, después, modificados quimicamente a partir de ellos; sin embargo, actualmente
la cantidad de antibiéticos aislados de estos ambientes es menor y se requieren explorar
otras fuentes potenciales de antibiéticos.

Se ha enfocado la atencion a las plantas como potencial fuente de nuevos
antimicrobianos, debido a que, por su naturaleza sésil, las plantas han desarrollado un
metabolismo secundario que les permite interactuar con el ambiente, pero, sobre todo,
protegerse de bacterias patdgenas (Muro et al., 2018). Entre estos metabolitos se
encuentran taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides; muchos de ellos han sido
utilizados como fuente de otros medicamentos en la industria farmacéutica (Cowan,
1999). En la medicina alternativa se utilizan plantas medicinales para tratar infecciones;
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esto debido a la capacidad antimicrobiana que contienen los metabolitos secundarios
contra distintos microorganismos, tales como hongos, bacterias, protozoarios y virus

2.4.1 Metabolitos secundarios de plantas

2.4.1.1 Canela

La canela se extrae de la corteza de la raiz, de la hoja y la corteza externa de los arboles
del género Cinnamomum, esta suele emplearse comunmente en el area culinaria; sin
embargo, se tiene reportado que ademas cuenta con propiedades antiinflamatorias,
antiparasitarias, y actividad antimicrobiana contra una variedad de cepas bacterianas
como Acinetobacter baumannii, A. Iwoffii, Bacillus cereus, B. coaguiaris, B. subtilis,
Brucella melitensis, Clostridium difficile, C. perfringens, Enterobacter aerogenes, E.
cloacae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Mycobacterium smegmatis, M.
tuberculosis, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhi, S.
Typhimurium, Staphylococcus aureus y Streptoccocus pyogenes. Asi mismo, se conoce
gue tiene un efecto anti-fungico y anti-viral (Ranasinghe et al., 2013). Mediante andlisis
de HPLC se conoce que la planta esta constituida por tres principales compuestos como
el eugenol, que forma un 46.5% total de la planta, seguido por el cinamaldehido, que se
encuentra en un 32.7% y el tercer compuesto es el linalol, con un 3.3% (Chericoni et al.,
2005; Gruenwald et al., 2010).

2.4.1.2 Citricos

El género de los citricos pertenece a la familia de las Rutaceae y es conocido por sus
efectos beneficiosos para la salud desde hace siglos. Son empleados en la industria
alimentaria, de la perfumeria, farmacéuticos, cosméticos y actualmente también se
emplea como plaguicida en la agricultura convencional (Gonzalez-Mas et al., 2019). Este
género contiene muchos nutrientes beneficiosos y compuestos bioactivos con actividades
anticancerigenas, antidiabéticas, antiinflamatorias y antimicrobianas contra distintas
especies de bacterias como S. aureus, Listeria, Bacillus, Salmonella, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Debido a estas propiedades, se han investigado sus
contenidos fitoquimicos de los miembros del género, dentro de los cuales podemos
encontrar a los flavonoides, terpenoides, limonoides y cumarinas; ademas, cuentan con
una gran diversidad de vitaminas como A, B1, B2, B3, C y E (Khan et al., 2021; Torres-
Alvarez et al., 2016; Baba et al., 2018).

2.4.1.3 Eucalipto

El eucalipto es un género de arboles o arbustos que pueden llegar a medir hasta 100 m
de altura, que pertenecen a la familia Myrtaceae. Eucalyptus globulus es el principal
suministrador de aceites esenciales. Los componentes principales son el 1,8-cineol
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(eucaliptol), limoneno, a-pineno, y-terpineno y a-terpineol. El aceite esencial utilizado
para fines medicinales contiene al menos un 70% de 1,8-cineol (Bachir & Benali, 2012;
Winska et al.,, 2019). Estos aceites esenciales se suelen encontrar aplicados en
anestésicos, astringentes, antisépticos, desodorantes, desinfectantes, en productos para
la higiene bucal, como Listerine Cleanmint (Pfizer), entre otros. Por otro lado, también se
emplea como remedios populares para tratar abscesos, artritis, asma, bronquitis, fiebre,
gripa, entre otros. Se conoce que también tiene una gran demanda de uso en industrias
del jabon y los cosméticos (Bachir & Benali, 2012). Ademas, al eucalipto se le atribuyen
también diversas propiedades como antibacterianas, al aumentar la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica a través de deterioro funcional; también, tiene propiedades
antifingicas, antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas y antioxidantes (Seol & Kim.,
2016; Mekonnen et al., 2016). Por otro parte, en estudios in vitro y en animales se
presentd una baja toxicidad y en humanos ha presentado una baja alergenicidad (Sagar
et al., 2020; Winska et al., 2019).

2.4.1.4 Citronela

Citronela o Cymbopogon nardus es una de las especies de Cymbopogon, de la cual se
puede obtener un extracto que se emplea en muchos productos como jabones, productos
para el cuidado corporal, perfumeria, repelente de moscos, bebidas, alimentos y
productos farmacéuticos. Dentro de los componentes se pueden encontrar monoterpenos
como el geraniol (33,88%), que constituyen el mayor porcentaje del aceite esencial
extraido de las hojas de la planta, el citronelal (27,55%) y citronelol (14,40%); estos
componentes son considerados antisépticos. Se ha reportado que el geraniol parece
tener el papel principal en la actividad antimicrobiana. Muchos estudios han informado
sobre las propiedades antimicéticas contra Aspergillus niger y antimicrobianas probadas
contra cepas como Pseudomonas putida, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, y A.
baumanni, teniendo ademas un efecto antibiopelicula (Pontes et al., 2019; Wei & Wee,
2013; Torres., 2021).

2.4.1.5 Gobernadora

La planta gobernadora (Larrea tridentata), es una planta arbustiva perteneciente a la
familia Zygophyllacea, se puede encontrar en zonas del desierto de Chihuahua y es muy
empleada en la medicina tradicional por la poblacion nativa de Meéxico. La planta
gobernadora posee diversas propiedades las cuales son aplicadas en areas
farmacoldgicas como antioxidante, antifingico, antiinflamatorio, antibacteriano, antiviral y
anticancerigeno. Tiene propiedades antibacterianas contra cepas de Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Lysteria monocytogenes y Bacillus subtilis. Por otra
parte, el metabolito mas abundante y estudiado es el acido nordihidroguaiarético,
ademas, también se encuentran lignanos, flavonoides, fenoles, terpenoides, saponinasy
vinilcetonas olorosas; la concentracién y el tipo de fitoquimicos encontrados pueden

17



presentar variacion en la misma planta dependiendo de factores como la altura, la edad,
el lugar de cultivo, entre otros (Skouta et al., 2018; Favela-Hernandez et al., 2012). De los
flavonoides se han descrito diversas actividades como la inhibicién de acidos nucleicos,
de la funcion de la membrana citoplasmatica, del metabolismo energético, la alteracion
de la permeabilidad de membrana, asi como la inhibicion de la adhesion, la formacion de
la biopelicula y la atenuacién de la patogenicidad (Xie et al., 2015).

2.4.2 Compuestos anti-virulencia como alternativa a los antibiéticos

El problema que representa la resistencia a los antibidticos existentes ha incitado la
busqueda de metabolitos secundarios de plantas con potencial antibacteriano (Muro et
al., 2018). Sin embargo, en los ultimos afos también se ha puesto en la mira otro tipo de
compuestos antimicrobianos, como los anti-virulencia, los cuales afectan directamente a
los factores de virulencia de bacterias patégenas (Dickey et al., 2017). Por esta razén, las
plantas podrian ser una fuente potencial de nuevos compuestos antimicrobianos, como
los compuestos anti-virulencia, para ser usados contra bacterias patdgenas que
presentan multi-resistencia.

La busqueda de compuestos anti-virulencia como estrategia contra la resistencia a los
antibioticos ha ido en aumento en los ultimos afos (Dickey et al., 2017). Este tipo de
compuestos tienen varias ventajas sobre los antibiéticos, debido a que, como estos no
estan dirigidos a los procesos esenciales en la bacteria y no afectan el crecimiento, se
piensa que los compuestos anti-virulencia no ejerceran una presion de seleccién que
vuelva a las bacterias resistentes a ellos. Ademas, estaran dirigidos Unicamente a los
factores de virulencia de las bacterias patdgenas y no afectaran a otras bacterias de la
microbiota, como sucede con los antibiéticos de amplio espectro.

Actualmente son reconocidos diversos factores y mecanismos moleculares que propician
la virulencia de las bacterias. En general, las bacterias patdgenas tienen diversos factores
de virulencia particulares, aungque algunos pueden ser compartidos entre ellas. Entre los
factores de virulencia se encuentran las toxinas, las cuales dafian el tejido de los
organismos infectados; también se encuentran las fimbrias y adhesinas, cuya funcion es
permitir a las bacterias adherirse a las células hospederas o a superficies inanimadas.
Asimismo, algunas bacterias son capaces de producir sistemas de secrecion tipo 3
(SST3), los cuales son complejos proteicos que se asemejan a una jeringa molecular,
cuya funcién es inyectar proteinas efectoras a las células de sus hospederos y, de esta
manera, establecer una infeccion. Otro mecanismo de virulencia es la formacion de
biopeliculas o tapetes de bacterias sobre las células de sus hospederos o sobre material
médico (Brannon & Hadjifrangiskou, 2016).

La activacion de estos procesos esta altamente regulada por sistemas de regulacion que
reconocen sefiales ambientales. Entre ellos, el “quorum sensing” (deteccion del quérum)
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es un sistema de comunicacion celular compuesto por una proteina que produce
moléculas sefial, también llamados autoinductores, que se liberan al exterior de las
células, asi como una proteina que reconoce estas sefiales y que generalmente actla
como un factor de transcripcidn que activa la expresion de genes, como aquellos
involucrados en la formacion de biopeliculas u otros involucrados en virulencia (Ahmed
& Salih, 2019).

El entendimiento de los factores de virulencia de una bacteria permite el desarrollo de
compuestos anti-virulencia, cuyo propésito seria inhibir la actividad o la produccion de los
factores de virulencia. Como consecuencia, la bacteria patbgena quedaria expuesta y
podria ser eliminada por el sistema inmune o por bacterias de la microbiota. Los
compuestos anti-virulencia incluso pueden utilizarse en conjunto con antibiéticos para
asegurar la erradicacion de la infeccion (Ibarra & Bustamante, 2018).

2.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa presente en diferentes
ambientes como en el suelo o ambientes acuosos. Debido a su gran versatilidad
metabdlica puede encontrarse en humanos, animales o plantas, e incluso en ambientes
inanimados como aquellos encontrados en hospitales. Es una bacteria patégena
oportunista que suele causar enfermedades graves que se relacionan a menudo con
infecciones nosocomiales o adquiridas en el hospital, en particular afectan a los pacientes
gue se encuentran en unidades de cuidados intensivos (Gellatly & Hancock, 2013). Se
ha descrito que P. aeruginosa puede causar infecciones agudas en pacientes con
neumonia asociada a ventilacibn mecéanica o infecciones crénicas en pacientes con
fibrosis quistica; sin embargo, esta bacteria también puede causar infecciones del
torrente sanguineo, infecciones relacionadas al catéter urinario, infecciones quirargicas,
infecciones durante trasplantes y en quemaduras graves (Gellatly & Hancock, 2013).

2.5.1 Factores de virulencia de P. aeruginosa

Entre los genes de virulencia de P. aeruginosa, se encuentran aquellos que codifican
para un sistema de secrecion tipo Il (SST3) y sus proteinas efectoras, los cuales
participan en el establecimiento de infecciones agudas; asi como los genes involucrados
en la formacion de biopeliculas que le confieren a P. aeruginosa la capacidad de producir
fenotipos persistentes durante las infecciones cronicas (Moradali et al., 2017).

2.5.1.1 Sistema de secrecion tipo Il (SST3)

El SST3 de P. aeruginosa esta compuesto por un apéndice en forma de aguja, el cual le
permite la translocacion de las proteinas efectoras de la bacteria a la célula hospedera
por medio de un poro formado en la membrana de la célula huésped. La expresion y
regulacion del SST3, asi como de las proteinas efectoras y sus chaperonas, esta dada
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por las proteinas codificadas por 36 genes localizados en 5 operones, que se encuentran
dispersas en el cromosoma de la bacteria (Hauser, 2009). Las proteinas efectoras que
se han identificado son ExoA ExoY, ExoS, ExoT y ExoU, estas se van a expresar de
forma variable en diferentes cepas. Generalmente todas las cepas expresan una de las
dos principales exotoxinas ExoU o Exo0S, las cuales son capaces de causar la muerte
rapida de las células hospederas (Figura 6) (Hauser, 2009; Gellatly & Hancock, 2013).

mEGH) NS NE) ER) o SST3

Expresion y Activa la
regulacion expresion Proteinas efectoras

Figura 6.- Esquema de los genes del SST3 en P. aeruginosa. El regulador central ExsA, regula la expresidn de los genes que codifican
para el sistema de secrecion tipo Ill, asi como de sus proteinas efectoras (Hauser, 2009).

El regulador transcripcional ExsA, parte de la familia de reguladores transcripcionales
AraC/XylS, es el encargado de activar la expresion del SST3 y de las proteinas efectoras
(Williams et al., 2019). El sitio de unién de ExsA es aproximadamente 45 pb corriente
arriba del sitio de inicio de la transcripcion, lo que le permite interactuar con el factor g’°
y reclutar a la RNA polimerasa a la regién promotora de sus genes blanco (Diaz et al.,
2011; Williams et al., 2019). A través ExsA, y de otros reguladores que controlan su
actividad, el SST3 se expresa de manera basal hasta que a través del contacto directo
con la célula huésped se induce la maxima expresion del SST3. También, se han descrito
condiciones in vitro que inducen la expresion de estos genes, tal como las bajas
concentraciones de Ca?* o la presencia de suero en el medio (Hauser, 2009; Diaz et al.,
2011).

2.5.1.2 Biopelicula y sus fases de desarrollo

P. aeruginosa se caracteriza por formar biopelicula, la cual se define como una
comunidad de bacterias embebidas en una matriz extracelular formada por polisacaridos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos extracelulares provenientes de la lisis bacteriana, los
cuales proveen la estructura tipica de la biopelicula y le confieren resistencia mecéanica.
En forma de biopelicula, esta bacteria puede encontrarse tanto en superficies bidticas,
dentro de sus hospederos, como en superficies abioticas, sobre material médico dentro
de los hospitales (Azam & Khan, 2019). El desarrollo de la biopelicula estd conformado
por cuatro etapas: la adhesion inicial, el desarrollo temprano, la maduracion y el
desprendimiento de las bacterias de la biopelicula (Figura 7) (Koo et al., 2017).
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Figura 7.- Biopelicula. La formacion de la biopelicula ayuda en el proceso de adherencia y colonizacidn de P. aeruginosa; ademas
también es una barrera de resistencia a los antibidticos, ya que estos penetran de manera lenta e incompleta (Modificado de
Paz-Zarza et al., 2019).

En la etapa inicial se establece un contacto con la superficie mediante la expresion de
adhesinas y del pili tipo IV. Durante el desarrollo temprano se da la formacion de la
monocapa que incluye la produccion de los exopopolisacéaridos Pel y Psl, asi como de
alginato. En la maduracién se da la formacion de la estructura 3D de la biopelicula, dando
una matriz protectora a las bacterias embebidas en ella, ademas, se establecen
microambientes donde las bacterias coexisten a través de la comunicacion celular y se
generan ceélulas persistentes al estrés del ambiente o a los antibidticos. Durante la fase
de desprendimiento, las células pueden dispersarse en forma de agregados o de células
planctonicas para llegar a otras zonas. El proceso de formacién de biopeliculas esta
relacionado con la deteccién del quérum (Lee & Yoon, 2017; Paz-Zarza et al., 2019).

A pesar de que P. aeruginosa contiene mecanismos de resistencia intrinseca a los
antibiéticos, el fenotipo de persistencia que genera a través de la formacion de biopelicula
puede favorecer un nicho donde se seleccionan cepas multi-resistentes debido a que los
antibioticos llegan en bajas concentraciones a la biopelicula. De hecho, actualmente se
han reportado aislados clinicos resistentes a casi toda clase de antibiéticos empleados
contra las infecciones causadas por esta bacteria, como los aminoglucésidos,
cefalosporinas, fluoroquinolonas y carbapenémicos.

2.5.1.3 Quorum sensing (QS)

Se trata de un mecanismo basado en la comunicacion de célula a célula que permite que
las poblaciones bacterianas se adapten a los cambios del ambiente (Paz-Zarza et al.,
2019). P. aeruginosa expresa mas de 300 genes controlados por QS (Azam & Khan,
2019). Las sefales en los sistemas QS de P. aeruginosa son mediadas a través de
autoinductores de tipo N-Acil homoserin lactonas (AHL) y quinolonas, las cuales son
dependientes de la densidad celular (Qquérum) y son reconocidas por un regulador
transcripcional que induce la expresion de genes de virulencia. En P. aeruginosa existen
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al menos 4 sistemas QS, los dos mas estudiados son Las y Rhl (Figura 8) (Moradali et
al., 2017).

Virulence
factors

Hierarchical
induction of the 3-0x0-C12-HSL
Rhl QS-system

RhIAB
LasA
LasB
RpoS
AprA
XcpP
XcpR

Pyocyanin
HCN

Figura 8.- Sistemas de deteccién de quérum en Pseudomonas. Los dos sistemas mas estudiados de QS son Las y Rhl, cuyos
reguladores transcripcionales son LasR y RhIR, respectivamente. Estos sistemas son controlados por medio de sefiales bacterianas
de tipo AHL, las cuales son dependientes de la densidad celular. Estos dos sistemas se encargan de expresar distintos genes de
virulencia (Jiménez et al., 2012).

El sistema Las responde a la N-3-oxo-dodecanoil homoserin lactona (3-oxo-C12-HSL),
producida por la enzima Lasl sintasa; esta molécula es reconocida por el regulador
transcripcional LasR, el cual controla la produccion de las elastasas LasA y LasB, la
exotoxina Ay la proteasa alcalina; ademas, LasR induce la expresion de rhiR. El sistema
Rhl responde a la N-butanoil homoserin lactona (C4-HSL), producida por la Rhll sintasa;
esta molécula es detectada por el regulador transcripcional RhIR, el cual induce la
produccion de los ramnolipidos, de las elastasas LasA y LasB y la piocianina, mientras
que reprime la expresion de SST3 (Jiménez et al., 2012).

Las elastasas LasA y LasB son enzimas que tienen la capacidad de degradar multiples
proteinas del hospedero, mientras los ramnolipidos que tienen propiedades
biosurfactantes, neutralizan a los neutrofilos. La exotoxina A (ToxA) inhibe la sintesis de
proteinas del hospedero. Por otra parte, la produccién de piocianina, un pigmento azul-
verdoso, es caracteristico de P. aeruginosa, causa estrés oxidativo a las células del
hospedero a través de la produccion de radicales libres interrumpiendo la cadena de
transporte de electrones. La produccion de estos factores de virulencia de P. aeruginosa
controlados por QS dafian a los tejidos e inactivan al sistema inmune, promoviendo la
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muerte celular de las células de sus hospederos (Jimenez et al., 2012; Gellatly &
Hancock, 2013; Moradali et al., 2017).

2.6 Salmonella Typhimurium

Salmonella es un género de bacterias Gram-negativas que se dividen en dos especies:
bongori y enterica. A su vez, S. enterica se divide en 6 subespecies, de las cuales la
subespecie enterica se subdivide a su vez en mas de 2500 serovariedades, de acuerdo
con los antigenos de superficie del flagelo (H) y del lipopolisacarido (O). La subespecie
enterica es la de mayor importancia médica ya que es capaz de causar infecciones
sistémicas y gastrointestinales. S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium) es el agente causal de infecciones gastrointestinales en humanos, pero
también causa infecciones sistémicas en nifios, adultos mayores y personas
inmunocomprometidas; asimismo, esta bacteria tiene la capacidad de producir ambos
tipos de infecciones en animales de importancia de la industria avicola y ganadera
(Fabrega & Vila, 2013).

Las infecciones por Salmonella comienzan cuando la bacteria se ingiere en altas
densidades a partir de alimentos o agua contaminados. Una vez que Salmonella llega al
intestino, se adhiere al epitelio intestinal donde la infeccion comienza. A través de la
expresion de sus genes de virulencia, especialmente de un SST3, Salmonella inyecta
proteinas efectoras que modifican las vias de sefalizacion de la célula hospedera. Esto
permite la formacion de ondulaciones en la membrana de la célula hospedera y favorece
la entrada de la bacteria a estas células en forma de vacuolas, donde la bacteria puede
sobrevivir 'y replicarse; de esta manera, Salmonella produce una infeccion
gastrointestinal. Posteriormente, la bacteria puede ser fagocitada por macréfagos y, de
esta manera, llegar a otros 6rganos, produciendo asi una infeccion sistémica (Haraga et
al., 2008).

La patogenicidad de esta bacteria es mediada a través de la expresion de sus genes de
virulencia que generalmente se encuentran agrupados en regiones del genoma
denominadas islas de patogenicidad (SPI, “Salmonella Pathogenicity Island”). Se ha
descrito que las SPIs fueron adquiridas a través de eventos de transferencia horizontal
debido a que su porcentaje de GC difiere del resto del genoma bacteriano. Aunque se
han descrito la presencia de un gran numero de SPIs presentes en el género Salmonella,
laisla 1y 2 son las que han sido mayormente estudiadas (Dos Santos et al., 2019).

2.6.1 Isla de patogenicidad 1 (SPI-1)

La isla 1 (SPI-1) contiene alrededor de 39 genes que codifican para un sistema de
secrecion tipo Il (SST3-1), proteinas efectoras y sus chaperonas, asi como de
reguladores transcripciones (Figura 9) (Fabrega & Vila, 2013).
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Figura 9.- Representacion esquematica de los genes de SPI-1 (Fabrega & Vila, 2013).

Una vez que Salmonella llega al intestino, el regulador transcripcional HilD, codificado en
SPI-1, induce la expresion de los genes de esta isla, y de genes relacionados fuera de
ella (Figura 10). Esta expresion se lleva a cabo en forma de una cascada de regulacién
donde HilD, activa la expresion del regulador HilA, el cual induce la expresion de los
operones prg/org e inv/spa que codifican para el sistema de secrecidn tipo Ill, asi como
del regulador InvF, el cual, junto con HilA, controlan la expresion de los operones sic/sip
qgue codifican para las proteinas efectoras secretadas del SST3-1 (Figuras 9 y 10)
(Fabrega & Vila, 2013). El ensamblaje del SST3-1 a partir de las proteinas codificadas en
SPI-1, le permite a Salmonella la inyeccion de proteinas efectoras desde el citoplasma
de la bacteria al citoplasma de las células intestinales, las cuales modifican las rutas de
transduccion de sefiales, causando re-arreglos del citoesqueleto de actina en las célula
hospedera, favoreciendo la introduccion de Salmonella a estas células en forma de
vacuolasy, a su vez, la produccién de diarrea (Fabrega & Vila, 2013; Figueroa & Verdugo,
2005).
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hospedera Efectares

Figura 10.- Cascada de regulacion de los genes de SPI-1. Representacion de la activacidn (flechas azules) y represion (flechas
rojas) de los diferentes genes que forman parte de la isla 1 (Paredes, 2019).
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2.6.2 Isla de patogenicidad 2 (SPI-2)

La isla 2 (SPI-2) contiene 44 genes que codifican para otro SST3 (SST3-2), para
diferentes proteinas efectoras y sus chaperonas, asi como para reguladores
transcripcionales (Figura 11). El sistema de dos componentes SsrA/B, que esta formado
por la proteina sensora histidina cinasa SsrA y el regulador de respuesta SsrB,
codificados dentro de SPI-2, se encargan de inducir la expresién de los operones ssa,
sse y ssc, los cuales codifican para el SST3-2, sus proteinas efectoras y chaperonas
(Figura 11) (Figueroa & Verdugo, 2005).

SPI-2
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=) Efectores secretados =) Chaperonas

Figura 11.- Representacion esquematica de los genes de SPI-2. (Modificado de Fabrega & Vila, 2013).

Estos genes se expresan en el interior de las vacuolas-contenedoras de Salmonella
(SCV, “Salmonella-containing vacuole”), por lo que son importantes durante la
sobrevivencia y replicacion de Salmonella dentro de macréfagos, para su posterior
diseminacién hacia diferentes 6rganos de sus hospederos, produciendo asi una infeccién
sistémica (Fabrega & Vila, 2013; Figueroa & Verdugo, 2005). No obstante, la expresion
de los genes de SPI-2 se induce de manera in vitro cuando la bacteria se crece en medios
minimos que cuentan con concentraciones bajas de fosfato y magnesio (Pérez-Morales,
2017; Figueroa & Verdugo, 2005).

Debido a la importancia médica y econdmica de las infecciones provocadas por S.
enterica, asi como la deteccidon de cepas multi-resistentes a los antibiéticos, es de vital
importancia la busqueda de compuestos antimicrobianos contra infecciones por esta
bacteria, y, de particular importancia para este proyecto, la busqueda alternativa de
compuestos con capacidad anti-virulencia.

2.7 Antecedentes directos

En nuestro grupo se ha determinado que algunos extractos de plantas tales como el de
canela, gobernadora, eucalipto, citronela y de citricos, asi como el compuesto
cinamaldehido, tienen efecto bactericida sobre P. aeruginosa y S. Typhimurium, de los
cuales se obtuvieron las concentraciones minimas inhibitorias (“Minimal Inhibitory
Concentration”, MIC) y las concentraciones sub-inhibitorias (“Sub-Inhibitory
Concentration”, SIC) (Tabla 2) (Torres, 2021; Téllez, 2020). La MIC se define como la
concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un
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microorganismo (Andrews, 2001), mientras que la SIC es la concentracion del
antimicrobiano que no afecta el crecimiento bacteriano (Davies et al., 2006).

Extractos o Origen P. aeruginosa S. Typhimurium

compuestos MIC (dilucién) @ =~ SIC (dilucién)  MIC (dilucién)2  SIC (dilucion) 2

Eucalipto Extracto de hojas de 1/30 1/150 ND ND
arbol eucalipto
(Eucalyptus spp.).

Citronela Extracto de planta 1/100 1/400 ND ND
citronela
(Cymbopongo
nardus).

Mega Extracto de planta 1/70 1/500 ND ND
gobernadora (Larrea
tridentata).

Ultraquimia.

Citrobio Extracto de citricos 1/2,500 1/14,000 1/10,000 1/20,000
Ultraquimia.

CinnAcar Extracto de canela 1/100 1/400 1/200 1/400
(Cinnamomum (1.52 g/L)= (0.38g/L)2 (0.76 g/L) = (0.38 g/L)=
zeylanium).

Ultraquimia.
Cinamaldehido Sigma. 1/1,000 1/3,500 1/2,000 1/8,000
(7.54 mM)a (2.15 mM)a (3.77 mM)a (0.94 mM)a

Tabla 2.- Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) y sub-inhibitorias (SIC) de los diferentes extractos o compuestos sobre P.

aeruginosa y S. Typhimurium. @ Ademas de las diluciones utilizadas, se indican las concentraciones correspondientes en g/L o mM.

ND indica “no determinado” (Torres, 2021; Téllez, 2020).

Estos resultados sugieren que estos extractos pueden utilizarse como agentes
antibacterianos y que podrian tener un efecto bactericida sobre aislados multi-resistentes
de S. Typhimurium y P. aeruginosa. Sin embargo, los extractos de plantas podrian
también tener un efecto negativo sobre la expresion de genes de virulencia (Ahmed &
Salih, 2019). En este proyecto nos surgio la pregunta: ¢ estos extractos de plantas tienen
un efecto anti-virulencia? Para abordar esta pregunta, analizamos la expresion de
algunos de los genes de virulencia de S. Typhimurium y P. aeruginosa en presencia de
concentraciones sub-inhibitorias de estos extractos o compuestos de plantas.
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Justificacion

La resistencia bacteriana representa un grave problema de salud mundial ya que
actualmente las infecciones por estas bacterias causan miles de muertes en el mundo.
Es por ello que se requieren generar nuevas estrategias para contender contra las
infecciones ocasionadas por estas bacterias. Los metabolitos secundarios de las plantas
representan una fuente potencial en la busqueda de nuevos compuestos antimicrobianos,
tal como los compuestos anti-virulencia, los cuales tienen un efecto sobre los factores de
virulencia de bacterias patdgenas sin tener ningun efecto sobre bacterias de la microbiota.
Al no afectar procesos celulares esenciales, los compuestos anti-virulencia tienen una
menor presion de seleccion para la generacion de resistencia, representando una
alternativa prometedora en el tratamiento de infecciones por bacterias que presentan
multi-resistencia.
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V.

Hipotesis

Los extractos de canela, gobernadora, eucalipto, citronela y citricos son capaces de
inhibir la expresion de genes de virulencia de S. Typhimurium y P. aeruginosa, por lo que
pueden ser usados como agentes anti-virulencia contra infecciones provocadas por
bacterias multi-resistentes a los antibidticos.
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V. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de extractos de diferentes plantas en la expresion de genes de virulencia
de P. aeruginosa y S. Typhimurium.

5.1.1 Objetivos particulares

Determinar el efecto de extractos de canela, gobernadora, eucalipto, citronela y de
citricos sobre la expresidn de los genes de virulencia invF y ssaG de S. Typhimurium.

Determinar el efecto de extractos de canela, gobernadora, eucalipto, citronela y de
citricos sobre la expresion de los genes virulencia rhiR y exsA de P. aeruginosa.
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VI.

Metodologia

Las cepas bacterianas y vectores empleados en este estudio se enlistan en la tabla 3.

PLASMIDO O DESCRIPCION? REFERENCIA O
CEPA FUENTE
Cepas
S. Typhimurium WT SL1344, StpR Hoiseth & Stocker,
1981
P. aeruginosa WT PAO1, AmpR Dra. Sober6n?
P. aeruginosa Derivada de PAOL; rhIR-lux Dra. Soberén?
P. aeruginosa Derivada de PAO1; exsA-lux Dra. Soberon?
E. coli DH10B, StpR Invitrogen
Plasmidos
pKLO11 Vector derivado de pKK232-8, que contiene Pérez-Morales et al.,

al gen lacZ sin promotor para construir datos no publicados
fusiones transcripcionales, AmpR

pinvF-lacZ Plasmido derivado de pKLO11 que contiene Nava-Galeana et al.,
la fusion transcripcional invF-lacZ desde los datos no publicados
nucleotidos -306 a +213

pssaG-lacZ Plasmido derivado de pKLO11 que contiene Pérez-Morales et al.,
la fusion transcripcional ssaG-lacZ desde los  datos no publicados
nucleotidos -232 a +361

prpsL-lacz Plasmido derivado de pKLO11 que contiene Este estudio
la fusion transcripcional rpsL-lacZ desde los
nucleotidos -34 a +287

Tabla 3.- Cepas y vectores utilizadas en este estudio. ! Las posiciones mencionadas en las fusiones transcripcionales son con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion reportado para cada gen. 2 Estas cepas fueron donadas por el laboratorio de la Dra.
Gloria Soberdn Chavéz del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

6.1 Medios de cultivo

Los cultivos bacterianos se crecieron en medio LB (“Lysogeny Broth”) el cual contiene
triptona al 1%, extracto de levadura al 0.5% y NaCl al 1%, pH 7.4. Cuando fue necesario,
el medio fue suplementado con los siguientes antibioticos: estreptomicina (100 pg/ml) y
ampicilina (200 pug/ml). El medio LB sélido fue preparado con los componentes del LB
liquido y bacto agar al 1.5%. El medio minimo MM-N contiene KCI 5 mM, (NH4)2SO0a4 7.5
mM, K2S04 0.5 mM, KH2PO4 1 mM, Tris-HCI (pH 7.5) 100 mM, MgCl2 10 uM, glicerol al
0.5% y casaminoacidos al 0.1%.
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6.2 Extractos o compuestos a evaluar

La coleccion de estos extractos o compuestos utilizados en este trabajo se enlistan en la
Tabla 4.

Extracto de canela (Cinnamomum
CinnacAr Y zeylanicum)
151.8 g de ingrediente activo/L
Meaa Extracto de planta gobernadora (Larrea
g .- tridentata)
. Extracto de planta d lipto (Eucalipt
Eucalipto xtracto de planta de eucalipto (Eucaliptus
spp.)
Citronela Extracto de planta Citronela (Cymbopongo
nardus)
Citrobio R Extracto de citricos
Compuesto extraido de la canela
Cinnamaldehido
7.54 M

Tabla 4.- Extractos comerciales de plantas que se usaron en este proyecto

El CinnacAr, el Mega y el Citrobio son extractos comerciales que obtuvimos mediante
una colaboraciéon que se tiene con el Dr. Odon Vite de la empresa Ultraquimia. Los
extractos de eucalipto y citronela fueron donados por un grupo de personas de la region
de Cuautla Morelos, mientras que el compuesto cinamaldehido fue adquirido de la marca
Sigma Aldrich.

6.3 Ensayo de crecimiento en microplaca

Las cepas de S. Typhimurium y P. aeruginosa que contienen las fusiones
transcripcionales a evaluar (Tabla 3), se cultivaron en 5 ml de medio LB adicionado con
los antibidticos correspondientes y se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm durante
toda la noche. A partir de este pre-indculo, se realiz6 una dilucion 1:50 en medio LB para
las cepas de S. Typhimuriumy 1:100 para las cepas de P. aeruginosa. Para el crecimiento
de S. Typhimurium en MM-N, se tomaron 1.5 ml del pre-indculo de toda la noche y se
centrifugaron 2 min a 13,000 rpm, se descarto el sobrenadante y la pastilla de células se
lavé con 1 ml de MM-N, se centrifugd 2 min a 13,000 rpm y se resuspendio en 400 ul de
MM-N. Este volumen se inoculé en 20 ml de MM-N (dilucién 1:50). Se transfirieron 150 pl
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de estas diluciones a microplacas de 96 pozos estériles (Costar) por triplicado; para P.
aeruginosa, se utilizaron microplacas de 96 pozos blancas (Costar). Como blanco se
utilizé 150 pl de medio LB o MM-N. Posteriormente, se agregaron 10 pl de las diluciones
de los extractos o compuestos a evaluar en medio LB o MM-N. Entonces, las microplacas
se incubaron a 37°C en un lector de microplacas tipo Epoch2 (BioTek) o de tipo GloMax
(Promega); se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm (ODsoo) cada hora durante 7 o 16 h,
agitando durante 5 a 10 s de manera orbital antes de cada lectura.

6.4 Determinacion de la actividad p-galactosidasa y luciferasa

Se midio la actividad B-galactosidasa en la microplaca de S. Typhimurium después de 16
0 24 h de crecimiento en medio LB o MM-N, respectivamente. Para esto, se agregaron a
cada pozo 12 pl de lisozima 6 mg/ml (resuspendida en buffer Tris 10 mM pH 8). La
microplaca se incubé a temperatura ambiente durante 20 minutos. Entonces, se
agregaron 50 pl de ONPG 2 mg/ml (o-Nitrofenil B-D-galactopiranésido; Sigma)
resuspendido en buffer Z 1X (NazHPO4 0.06M, NaH2PO4 0.046M, KCI 0.01M, MgSOa4
0.002M, pH 7). La actividad B-galactosidasa se calcul6 inmediatamente después de
afiadir del ONPG, utilizando el lector de microplacas tipo Epoch2 posicionado en modo
cinética, a 405 nm, cada 15 segundos durante 5 minutos. Los valores de actividad
obtenidos de cada muestra se interpolaron en una curva estandar de actividad B-
galactosidasa (de 0 a 5400 U), previamente almacenada en el programa Genb.
Finalmente, la “actividad especifica f-galactosidasa (U/ODsoo)” se obtuvo al restar el valor
del blanco y después dividir entre la ODsoo a las 16 0 24 h.

Por otra parte, se determind la bioluminiscencia producida por las cepas de P. aeruginosa
después de 7 h de crecimiento. La bioluminiscencia de midi6é con el luminémetro GloMax
(Promega). Las “Unidades Relativas de Bioluminiscencia” se obtuvieron dividiendo los
valores de bioluminiscencia obtenida entre la ODsoo a las 7 h.

6.5 Extraccion de DNA genomico y plasmidico

Para la extraccion de DNA gendmico (DNAQ) se utilizo el protocolo modificado de Miller
et al. (1988). A partir de un cultivo de bacterias de toda la noche se tomaron 1.5 ml de
cultivo y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 2 min. Se descart6 el sobrenadante y se
suspendio la pastilla de bacterias en 570 pl de buffer Tris-HCI 10 mM pH 8. Después se
agrego 30 pl de SDS al 20%, se mezclé durante 30 s y se incubd a 80°C durante 5 min.
Después de ese tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente y después se agregé 5
pl de RNAsa a 10 mg/ml. Posteriormente, se incubd a 37°C durante 15 min y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. En seguida, se agrego 200 pl de NaCl 5 M, se mezclé
durante 30 s y se incubo en hielo durante 5 min. Se centrifugé a 14,000 rpm durante 10
min y el sobrenadante se paso6 a un tubo limpio. A continuacion, se le agrego 800 pl de
isopropanol, se mezclé durante 30 s y se centrifugé a 14,000 rom durante 10 min. Se
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descarto el sobrenadante, y se lavo la pastilla de DNA con 1 ml de etanol al 70 % frio y
se mezcl6 durante 30 s. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. Se repitio el paso de
lavado anterior. Se descart6 el sobrenadante y se secé la pastilla de DNA con calor en
un “Concentrator Centrifuge SpeedVac SC100” (Savant) durante 10 min. Para eluir el
DNA, se agregd6 80 pl de agua Mili Q estéril.

Para la extraccion de pladsmidos, se utilizd el protocolo del kit “Zyppy Plasmid Miniprep
Kit” (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del fabricante, pero el paso final de
elucién fue en agua Mili Q estéril.

6.6 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para el analisis del DNAg, plasmidos y productos de PCR se utilizaron geles de agarosa
al 1% en buffer TAE 1X (Tris base 40 mM, Acido acético 20 mM y EDTA 1 mM, pH 8).
Antes de cargar las muestras en el gel, se mezclaron con buffer de carga de DNA 5X
(azul de bromofenol 3.73 mM, xileno cianol FF 4.64 mM y glicerol al 50 %) y se utilizd
como marcador de peso molecular el “Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder” (Thermo
Scientific). Los geles se corrieron en buffer TAE 0.5X a 110 V durante 50 min
aproximadamente. Posteriormente, los geles se tifieron con una solucion de bromuro de
etidio a 0.5 pg/ml y se analizaron en un transiluminador de luz UV “ChemiDoc XRS+
System” (Biorad).

6.7 Construccion de la fusion transcripcional rpsL- lacZs im

Para la construccion del plasmido prpsL-lacZ, se amplificé por PCR la region intergénica,
asi como unos nucleotidos después del ATG de rpsL a partir de DNAg de S. Typhimurium
SL1344, con los oligonucledtidos rpsL-FWEcoRI (5- CTT GAATTC CAG ACAGTG TCG
TCA GGG TTG-3') y rpsL-RvHindlll (5°- CTT AAG CTT GTA GTA TAT ACA CGA GTA
CAT AC-3). Para ello, se hicieron mezclas de reaccion con los componentes de la Tabla
5. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 1 ciclo de 95°C durante 5min;
30 ciclos de: 95°C durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante 1 min; 1 ciclo de
72°C durante 5 min.

Componentes Concentracion final
DNA templado 1-2 pl/reaccion de 100 pl
Buffer de PCR 10X 1X
Mezcla de dNTPs 10 mM 0.2 mM
Solucién de MgCl2 50 mM 1 mM
Oligonucleétido sentido 25 pM 0.5 uM
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Oligonucleétido antisentido 25 uM 0.5 uM
Taq polimerasa 1 ul/reaccion de 100 pl

Agua Mili Q estéril Variable

Tabla 5.- Componentes de la mezcla de reaccion de PCR.

Entonces, los productos de PCR se purificaron utilizando el kit “DNA Clean &
Concentrator” (Zymo Research), y se eluyeron en 35 ul de agua MQ estéril. Se analizo el
DNA en geles de agarosa al 1% y se cuantifico mediante un “Nanodrop 2000/2000c
Spectrophotometer” (Thermo Scientific). Por otra parte, también purificé el plasmido
pKLO11, se analiz6 en gel y se cuantificd de la misma manera. Posteriormente, se realizé
una reaccion de digestion doble con las enzimas EcoRI y Hindlll (Thermo Scientific), a
37°C durante 4 h en un volumen de reaccién de 80 ul. Para esto, se agregaron 8 ul de
Buffer R (10X), 1 pl de enzima EcoRI y Hindlll, 1 yg de DNA o vector y se afor6 a 80 pl
con agua MQ estéril. Después, se purificaron los fragmentos de DNA digeridos con el kit
de Zymo, se analizaron en un gel de agarosa y se cuantifico por nanodrop. Se realizé una
reaccion de ligacion en un volumen total de 20 pl, en el cual se utilizé una concentracion
de DNA:vector de 3:1 molar, 2 pl de buffer 10X T4 DNA ligasa, 1 yl de T4 DNA ligasa y
se aforé con agua MQ estéril; entonces, la reaccion de ligacion se incub6 a 16°C durante
toda la noche. Después de este tiempo, se inactivo a la enzima por calor a 65°C durante
10 min y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron 3 ul de la reaccion de
ligacion a 50 ul de células electrocompetentes de E. coli DH10B en una celda de
electroporar de 0.2 cm (Biorad) y se transformé mediante electroporacién en un
MicroPulser (Biorad) a un voltaje de 2.5 kV durante 4-5 ms. Las células se recuperaron
en 1 ml de medio SOC (Bacto triptona al 2%, extracto de levadura al 0.5%,10 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCl2,10 mM MgSOa4 y Glucosa al 0.36%), a 37°C en agitacion a 200
rom durante 1 h. Se plaquearon 100 pl en cajas con medio LB con los antibiéticos
correspondientes y 50 ug/ml de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido;
Sigma) resuspendido en DMF (N, N-dimetilformamida; Sigma). La caja se incub6 a 37°C
durante toda la noche. Para confirmar que las colonias obtenidas tuvieran el plasmido
que contiene el inserto, se realizd6 una reaccion de PCR en colonia con los
oligonucleadtidos rpsL-FWECORI y lacZ-rev11 (8- GGC GAT TAA GTT GGG TAA CGC-
3’); también se analiz6 mediante secuenciacion. Entonces, se transformo este plasmido
en células electrocompetentes de S. Typhimurium.

6.8. Andlisis estadistico

Los resultados de la expresion de las fusiones transcripcionales fueron analizados
mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido por la prueba de Dunnett para
comparar con el control de elucion, usando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad
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Software, Inc., San Diego, USA). Se consideré un cambio significativo, cuando el valor
de p = 0.05 y la relacion tratamiento/control incrementara o disminuyera en al menos 1.5
veces.
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VII.

Resultados

7.1 Efecto de los extractos o compuestos sobre la expresion de invF-lacZ

7.1.1 Efecto del cinamaldehido sobre la expresion de invF-lacZ

Para determinar si el cinamaldehido tiene un efecto sobre la expresion de los genes de
SPI-1, evaluamos la expresion de invF, el cual codifica para el regulador transcripcional
InvF (Fabrega & Vila, 2013). Para esto, analizamos la expresion de la fusién
transcripcional invF-lacZ en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia o presencia de
concentraciones sub-inhibitorias de cinamaldehido. Para confirmar que las
concentraciones utilizadas no afectaran el crecimiento, se monitoreo el crecimiento de S.
Typhimurium en microplacas con LB a 37°C durante 16 h, en presencia de diferentes
concentraciones de este compuesto (Figura 12).
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Figura 12.- El cinamaldehido disminuye la expresidn de invF. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que
contiene la fusidn transcripcional invF-lacZ, contenida en el plasmido pinvF-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de
cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.05 mM, 0.23 mM, 0.47 mM y 0.94 mM, asi como en presencia del control de elucién
del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresion
de la fusidn transcripcional invF-lacZ, se determind en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de
cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.05 mM, 0.23 mM, 0.47 mM y 0.94 mM, asi como en presencia del control de elucién
del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento en
microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por
triplicado. **, representa una diferencia significativa con un valor de p < 0.01, con respecto a la cepa tratada con el control de
elucion; ademas, se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

El crecimiento de las cepas que fueron tratadas con cinamaldehido a una concentracion
de 0.05 mM, 0.23 mM, 0.47 mM y 0.94 mM, fue similar entre las cepas tratadas con el
control de elucion (Etanol al 60%) o sin tratamiento después de 16 h de crecimiento, las
cuales alcanzaron una ODesoo aproximada de 0.6 (Figura 12A). Entonces, evaluamos la
expresion de invF-lacZ después de 16 h de crecimiento en placa en presencia de
cinamaldehido a estas mismas concentraciones (Figura 12B).

36



La expresion de invF-lacZ disminuyo 9 veces en la cepa tratada con cinamaldehido 0.94
mM, en comparacion con la cepa tratada con el control de elucion (Figura 12B); sin
embargo, en las cepas tratadas con cinamaldehido 0.05 mM, 0.23 mM y 0.47 mM, la
expresion de invF-lacZ fue similar a la cepa tratada con el control de elucién (Figura 12B).
Estos resultados indican que la presencia de cinamaldehido a una concentracion de 0.94
mM disminuye la expresion de invF.

Para determinar si el efecto del cinamaldehido es solamente sobre la expresion de genes
de virulencia como invF, evaluamos la expresion de la fusion transcripcional rpsL-lacZ
(rpsL codifica para la proteina ribosomal S12 de la subunidad 30S). El crecimiento de la
cepa de S. Typhimurium fue similar entre los tratamientos con cinamaldehido 0.05 mM,
0.23 mMy 0.47 mM, el control de elucion y la cepa sin tratar, llegando a una ODsoo entre
0.4 y 0.5 al final de la cinética (Figura 13A). La expresion de rpsL-lacZ fue similar entre
los tratamientos con cinamaldehido 0.05 mM y 0.23 mM, la cepa sin tratamiento y con el
control de elucion (Figura 13B); sin embargo, en la concentracion de cinamaldehido 0.47
mM, la expresion de invF-lacZ disminuy6 1.9 veces, con respecto al control de elucién
(Figura 13B). Estos resultados indican que el cinamaldehido, a una concentracion de 0.47
mM, disminuye la expresién de rpsL.
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Figura 13.- El cinamaldehido disminuye la expresién de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que
contiene la fusidn transcripcional rpsl-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de
cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.05 mM, 0.23 mM y 0.47 mM, asi como en presencia del control de elucién del
cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresion
de la fusién transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de
cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.05 mM, 0.23 mM y 0.47 mM, asi como en presencia del control de eluciéon del
cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento en microplaca.
Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***,
representa una diferencia significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucién; ademas,
se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.
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7.1.2 Efecto del cinnacAr sobre la expresiéon de invF-lacZ

Para determinar si el extracto de canela (cinnacAr) tiene algun efecto sobre la expresion
de invF, primero evaluamos que las concentraciones seleccionadas no afectaran el
crecimiento. Para esto, se monitoreé el crecimiento de S. Typhimurium en microplacas
con LB a 37°C durante 16 h, en presencia de diferentes concentraciones de este extracto
(Figura 14).

Las cepas que fueron tratadas con CinnacAr a las concentraciones de 23.71 mg/Ly 47.43
mg/L, crecieron de manera similar a la cepa sin tratamiento o con el control de elucion
(agua), llegando a una ODesoo de 0.6 al final de la cinética, a las 16 h (Figura 14A). La
expresion de invF-lacZ disminuyé en 1.5 veces en presencia de cinnacAr a la
concentracion de 47.43 mg/L, con respecto al control de elucion (Figura 14B). Estos
resultados indican que la presencia de cinnacAr a 47.43 mg/L, disminuye la expresion de
invF.
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Figura 14.- El CinnacAr disminuye la expresion de invF. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional invF-lacZ, contenida en el plasmido pinvF-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en
concentraciones de 23.71y 47.43 mg/L, asi como en presencia del control de elucién del CinnacAr, Agua. Las cepas fueron crecidas
en medio LB en microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresién de la fusion transcripcional invF-lacZ, se determind en la cepa
WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en concentraciones de 23.71 y 47.43 mg/L, asi como en
presencia del control de elucion del CinnacAr, Agua. La actividad especifica -galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento
en microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por
triplicado. ***, representa una diferencia significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de
elucion; ademas, se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

También, evaluamos el crecimiento y la expresion de la fusion transcripcional rpsL-lacZ
en la cepa WT de S. Typhimurium en presencia de cinnacAr en concentraciones de 23.71
mg/L y 47.43 mg/L (Figura 15). Al final de la cinética, a las 16 h, el crecimiento de las
cepas tratadas con cinnacAr 23.71 mg/L y 47.43 mg/L fue similar a la cepa sin tratamiento
o la cepa con el control de elucion (ODsoo de 0.5 aproximadamente) (Figura 15A). La
expresion de rpsL-lacZ fue similar en todos los tratamientos con cinnacAr y el control de
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elucion (agua) (Figura 15B). Estos resultados indican que el cinnAcar, a las
concentraciones de 23.71 mg/L y 47.43 mg/L, no afecta la expresion de rpsL.
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Figura 15.- El CinnacAr no afecta la expresion de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusidn transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en
concentraciones de 23.71y 47.43 mg/L, asi como en presencia del control de elucién del CinnacAr, Agua. Las cepas fueron crecidas
en medio LB en microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresidn de la fusidn transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa
WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en concentraciones de 23.71 y 47.43 mg/L, asi como en
presencia del control de elucion del CinnacAr, Agua. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento
en microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por
triplicado. ns; no significativo.

7.1.3 Efecto de la citronela sobre la expresion de invF-lacZ

Para determinar si el extracto de citronela tiene algun efecto sobre la expresion de invF,
primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Para
esto, se monitored el crecimiento de S. Typhimurium en microplacas con LB a 37°C
durante 16 h, en presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura 16). Las
cepas que fueron tratadas con citronela a las diluciones 1/1,200, 1/800 y 1/600, crecieron
de manera similar a la cepa sin tratamiento o a la cepa con el control de elucion (LB)
(Figura 16A). La expresion de invF-lacZ disminuy6 1.5 veces en presencia del extracto
de citronela 1/600, en comparacion con la cepa que fue tratada con el control de elucién
(Figura 16B). Nuestros resultados indican que el extracto de citronela, a la diluciéon de
1/600, disminuye la expresion de invF.
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Figura 16.- La citronela disminuye la expresion de invF. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional invF-lacZ, contenida en el plasmido pinvF-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones
de 1/1,200, 1/800y 1/600, asi como en presencia del control de elucidn de la citronela, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB
en microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresidn de la fusidn transcripcional invF-lacZ, se determind en la cepa WT de S.
Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones de 1/1,200, 1/800 y 1/600, asi como en presencia del
control de elucidn de la citronela, LB. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento en microplaca.
Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***,
representa una diferencia significativa con un valor de p <0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucidn; ademés,
se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

También, evaluamos el crecimiento y la expresion de la fusion transcripcional rpsL-lacZ
en la cepa WT de S. Typhimurium en presencia de citronela en diluciones de 1/1,200,
1/800 y 1/600 (Figura 17). El crecimiento de las cepas tratadas con las diferentes
diluciones de citronela fue similar al de la cepa sin tratamiento o la cepa con el control de
elucién (LB) (Figura 17A), mientras que la expresion de rpsL-lacZ fue similar en todos los
tratamientos con citronela y el control de elucién (LB) (Figura 17B). Estos resultados
indican que el extracto de citronela a las diluciones de 1/1,200, 1/800 y 1/600, no afecta
la expresién de rpsL.
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Figura 17.- La citronela no afecta la expresion de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusién transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el pldsmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones
de 1/1,200, 1/800 y 1/600, asi como en presencia del control de elucion de la citronela, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB
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en microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresién de la fusidn transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa WT de S.
Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones de 1/1,200, 1/800 y 1/600, asi como en presencia del
control de elucidn de la citronela, LB. La actividad especifica B-galactosidasa se determiné a las 16 h del crecimiento en microplaca.
Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ns; no
significativo.

7.1.4 Efecto del Mega sobre la expresion de invF-lacZ

Para determinar si el extracto de planta gobernadora (Mega) tiene algun efecto sobre la
expresion de invF, primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el
crecimiento. Para esto, se monitore0 el crecimiento de S. Typhimurium en microplacas
con LB a 37°C durante 16 h, en presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura
18). Las cepas que fueron tratadas con Mega a las diluciones 1/1,000, 1/800 y 1/500,
presentaron un crecimiento similar a la cepa con el control de elucién (LB), llegando a
una ODeoo entre 0.5 y 0.6 (Figura 18A). La expresién de invF-lacZ se incrementé 1.7
veces en presencia de la dilucién 1/500 de Mega (Figura 18B). Nuestros resultados
indican que el Mega a la dilucion de 1/500, incrementa la expresion de invF.
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Figura 18.- El Mega incrementa la expresidn de invF. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusidn transcripcional invF-lacZ, contenida en el plasmido pinvF-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de Mega en diluciones de
1/1,000, 1/800 y 1/500, asi como en presencia del control de eluciéon de Mega, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en
microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresidén de la fusion transcripcional invF-lacZ, se determind en la cepa WT de S.
Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800 y 1/500 asi como en presencia del control
de elucion del Mega, LB. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento en microplaca. Los datos
graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. * y ***, representa
una diferencia significativa con un valor de p < 0.05 y p < 0.001, respectivamente, con respecto a la cepa tratada con el control de
elucion; ademas, se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

También, evaluamos el crecimiento y la expresiéon de la fusion transcripcional rpsL-lacZ
en la cepa WT de S. Typhimurium en presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800,
y 1/500 (Figura 19). El crecimiento de las cepas tratadas con Mega a las diluciones
1/1,000, 1/800 y 1/500, fue similar al de la cepa sin tratamiento o la cepa con el control
de elucién (LB), llegando a una ODeoo aproximada de 0.45 (Figura 19A). En la cepa
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tratada con Mega a la dilucién 1/500 se incremento 2.6 veces la expresion de rpsL-lacZ,
en comparacion con el control de elucién (Figura 19B). Nuestros resultados indican que
el Mega a la dilucion de 1/500, incrementa la expresion de rpsL.
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Figura 19.- El Mega incrementa la expresion de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de Mega en diluciones
de 1/1,000, 1/800 y 1/500, asi como en presencia del control de elucién de Mega, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en
microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresidén de la fusion transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa WT de S.
Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800 y 1/500 asi como en presencia del control
de eluciéon del Mega, LB. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 16 h del crecimiento en microplaca. Los datos
graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. *** . representa una
diferencia significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucidn; ademas, se considerd
un cambio cuando la expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.1.5 Efecto del eucalipto sobre la expresion de invF-lacZ

Para determinar si el extracto de eucalipto tiene algun efecto sobre la expresiéon de invF,
primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Para
esto, se monitored el crecimiento de S. Typhimurium en microplacas con LB a 37°C
durante 16 h, en presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura 20). Las
cepas que fueron tratadas con eucalipto a las diluciones 1/8,000 y 1/5,000, tuvieron un
crecimiento similar a la cepa con el control de elucion, llegando a una ODsoo aproximada
de 0.6 (Figura 20A). La expresion de invF-lacZ fue similar en todos los tratamientos con
eucalipto y con el control de elucion (Figura 20B). Nuestros resultados indican que el
extracto de eucalipto a las diluciones 1/8,000 y 1/5,000, no afectan la expresion de invF.
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Figura 20.- El eucalipto no afecta la expresidn de invF. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusidn transcripcional invF-lacZ, contenida en el plasmido pinvF-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones
de 1/8,000 y 1/5,000, asi como en presencia del control de elucién del eucalipto, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en
microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresidon de la fusidn transcripcional invF-lacZ, se determind en la cepa WT de S.
Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones de 1/8,000 y 1/5,000, asi como en presencia del control
de elucidn del eucalipto, LB. La actividad especifica B-galactosidasa se determiné a las 16 h del crecimiento en microplaca. Los
datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ns, no

significativo.

También, evaluamos el crecimiento y la expresion de la fusion transcripcional rpsL-lacZ
en la cepa WT de S. Typhimurium en presencia de eucalipto en diluciones de 1/8,000 y
1/5,000 (Figura 21). Las cepas tratadas con eucalipto 1/8,000 y 1/5,000 tuvieron un
crecimiento similar al control de elucion, llegando a una ODsoo aproximada de 0.5 (Figura
21A). La expresion de rpsL-lacZ fue similar entre las cepas tratadas con eucalipto 1/8,000
y 1/5,000, con respecto al control de elucién (Figura 21B). Nuestros resultados indican
que el extracto de eucalipto a las diluciones 1/8,000 y 1/5,000, no afecta la expresion de
rpsL.
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Figura 21.- El eucalipto no afecta la expresion de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones
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de 1/8,000 y 1/5,000 asi como en presencia del control de elucién del eucalipto, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en
microplaca a 37°C durante 16 h. (b) La expresidén de la fusion transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa WT de S.
Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones de 1/8,000 y 1/5,000, asi como en presencia del control
de elucidn del Eucalipto, LB. La actividad especifica B-galactosidasa se determiné a las 16 h del crecimiento en microplaca. Los
datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ns, no
significativo.

7.2 Efecto de los extractos o compuestos sobre la expresion de ssaG-lacZ

7.2.1 Efecto del cinamaldehido sobre la expresion de ssaG-lacZ

Para determinar si el cinamaldehido tiene un efecto sobre la expresion de los genes de
SPI-2, evaluamos la expresion de ssaG, el cual codifica para una proteina estructural del
SST3-2 (Fabrega & Vila, 2013). Para esto, analizamos la expresion de la fusién
transcripcional ssaG-lacZ en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia o presencia de
concentraciones sub-inhibitorias de cinamaldehido. Debido a que los genes de SPI-2 se
expresan cuando la bacteria se crece en medios minimos que cuentan con
concentraciones bajas de fosfato y magnesio, condiciones que asemejan la privacion
nutricional presentes en el ambiente vacuolar de la célula huésped (Deiwick et al., 1999),
evaluamos la expresion de ssaG después de 24 h de crecimiento en MM-N a 37°C.

Las cepas de S. Typhimurium en los diferentes tratamientos alcanzaron una ODeoo
aproximada de 0.2, después de 24 h de crecimiento en MM-N, en presencia de
cinamaldehido en concentraciones 0.23 mM y 0.47 mM, asi como la cepa sin tratamiento
y el control de elucién, etanol al 60% (Figura 22A). En presencia de cinamaldehido a 0.23
mM y 0.47 mM, la expresion de ssaG-lacZ disminuy6 1.8 y 2.3 veces, respectivamente,
en comparacion de la cepa con el control de elucién (Et60%) (Figura 22B). Nuestros
resultados indican que el cinamaldehido a las concentraciones 0.23 mM y 0.47 mM,
disminuyen la expresion de ssaG.
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Figura 22.- El cinamaldehido disminuye la expresién de ssaG. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que
contiene la fusidn transcripcional ssaG-lacZ, contenida en el plasmido pssaG-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de
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cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.23 mM y 0.47 mM, asi como en presencia del control de elucidn del cinamaldehido,
etanol al 60% (Et60). Las cepas fueron crecidas en medio MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresion de la fusion
transcripcional ssaG-lacZ, se determiné en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de cinamaldehido
(CIN) en concentraciones de 0.23 mM y 0.47 mM, asi como en presencia del control de elucidn del cinamaldehido, etanol al 60%
(Et60). La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 24 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados
representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. **, representa una diferencia
significativa con un valor de p < 0.01, con respecto a la cepa tratada con el control de elucidn; ademas, se consideré un cambio
cuando la expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

Para comprobar que el efecto del cinamaldehido no fuera solamente sobre genes de
virulencia como ssaG, también se evalud la expresion de rpsL-lacZ en la cepa de S.
Typhimurium WT, en ausencia o presencia de cinamaldehido (Figura 23). El crecimiento
fue similar entre los tratamientos con cinamaldehido 0.23 mM y 0.47 mM (ODeoo de 0.18,
aproximadamente), con respecto a la cepa con el control de elucién (Et60%) (Figura 23A).
La expresion de rpsL-lacZ a las concentraciones de cinamaldehido 0.23 mMy 0.47 mM
fue similar a la cepa con el control de elucién (Et60%) (Figura 23B). Nuestros resultados
indican que el cinamaldehido a las concentraciones 0.23 mM y 0.47 mM, no afectan la
expresion de rpsL.
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Figura 23.- El cinamaldehido no afecta la expresion de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que
contiene la fusién transcripcional rpsl-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de
cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.23 mM y 0.47 mM, asi como en presencia del control de elucién del cinamaldehido,
etanol al 60% (Et60). Las cepas fueron crecidas en medio MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresion de la fusidn
transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de cinamaldehido (CIN)
en concentraciones de 0.23 mM y 0.47 mM, asi como en presencia del control de elucién del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60).
La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 24 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan
los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ns, no significativo.

7.2.2 Efecto del CinnacAr sobre la expresion de ssaG-lacZ

Para determinar si el extracto de canela (CinnacAr) tiene efecto sobre la expresion de
ssaG, primero evaluamos que las concentraciones seleccionadas no afectaran el
crecimiento. Se observé que las cepas tratadas con CinnacAr 23.71 mg/L y 47.43 mg/L,
tuvieron un crecimiento similar a la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucion
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(H20) (ODsoo de 0.25, aproximadamente) (Figura 24A). Por otra parte, la expresion de
ssaG-lacZ disminuy6 1.6 veces en presencia CinnacAr a la concentracion de 47.43 mg/L,
en comparacion de la cepa con el control de elucion (Figura 24B). Nuestros resultados
indican que el CinnacAr a la concentracion de 47.43mg/L, disminuye la expresion de
ssaG.
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Figura 24.- El CinnacAr disminuye la expresion de ssaG. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusién transcripcional ssaG-lacZ, contenida en el plasmido pssaG-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en
concentraciones de 23.71 mg/L y 47.43 mg/L, asi como en presencia del control de elucién del CinnacAr, agua (H,0). Las cepas
fueron crecidas en medio MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresion de la fusion transcripcional ssaG-lacZ, se
determind en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en concentraciones de 23.71 mg/Ly
47.43 mg/L, asi como en presencia del control de elucién del CinnacAr, agua (H20). La actividad especifica B-galactosidasa se
determind a las 24 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres
experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia significativa con un valor de p < 0.001, con
respecto a la cepa tratada con el control de elucién; ademas, se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces.

También, evaluamos el crecimiento y la expresion de la fusién transcripcional rpsL-lacZ
enla cepa WT de S. Typhimurium en presencia de CinnacAr en concentraciones de 23.71
mg/L y 47.43 mg/L (Figura 25). Las cepas tratadas con CinnacAr 23.71 mg/L y 47.43
mg/L, crecieron de manera similar a la cepa con el control de elucién (ODsoo de 0.25
aproximadamente) (Figura 25A). La expresion de rpsL-lacZ fue similar en las cepas
tratadas con CinnacAr a 23.71 mg/L y 47.43 mg/L, con respecto al control de elucion
(Figura 25B). Nuestros resultados indican que el CinnacAr, a las concentraciones de
23.71 mg/L y 47.43 mg/L, no afecta la expresién de rpsL.
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Figura 25.- El CinnacAr no afecta la expresidn de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusién transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en
concentraciones de 23.71 y 47.43 mg/L, asi como en presencia del control de elucién del CinnacAr, agua (H,0). Las cepas fueron
crecidas en medio MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresion de la fusion transcripcional rpsL-lacZ, se determind
en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de CinnacAr en concentraciones de 23.71 y 47.43 mg/L, asi
como en presencia del control de elucidn del CinnacAr, agua H,0. La actividad especifica B-galactosidasa se determiné a las 24 h
del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. ns, no significativo

7.2.3 Efecto de la citronela sobre la expresion de ssaG-lacZ

Asimismo, evaluamos el efecto de la citronela sobre la expresion de ssaG-lacZ (Figura
26). Para confirmar que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento, se
monitored el crecimiento en microplacas durante 24 h, en presencia de diferentes
diluciones de este extracto (Figura 26). El crecimiento de las cepas tratadas a las
diluciones de citronela 1/1,000, 1/800 y 1/500, fue similar al de la cepa con el control de
elucion (MM-N), llegando a una ODsoo entre 0.22 y 0.25 a las 24h (Figura 26A). Ademas,
la expresion de ssaG-lacZ fue similar en las cepas tratadas con citronela 1/1,000, 1/800,
1/500, la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucion (MM-N) (Figura 26B).
Estos resultados indican que el tratamiento con las diluciones de citronela 1/1,000, 1/800
y 1/500, no afectan la expresion de ssaG.
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Figura 26.- La citronela no afecta la expresion de ssaG. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional ssaG-lacZ, contenida en el plasmido pssaG-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones
de 1/1,000, 1/800y 1/500, asi como en presencia del control de elucién de la citronela, MM-N. Las cepas fueron crecidas en medio
MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresidn de la fusidn transcripcional ssaG-lacZ, se determind en la cepa WT de
S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones de 1/1,000, 1/800y 1/500, asi como en presencia del
control de elucion de la citronela, MM-N. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 24 h del crecimiento en
microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por
triplicado. ns, no significativo.

El crecimiento de la cepa de S. Typhimurium que contiene la fusion rpsL-lacZ tratada con
las diluciones de citronela 1/1,000, 1/800 y 1/500, presentaron un crecimiento similar a la
cepa con el control de elucion (MM-N), alcanzando una ODeoo aproximada de 0.25 (Figura
27A). La expresion de rpsL-lacZ fue similar en las cepas tratadas con citronela a 1/1,000,
1/800, 1/500, la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucion (MM-N) (Figura
27B). Estos resultados indican que el tratamiento con las diluciones de citronela 1/1,000,
1/800 y 1/500, no tienen efecto sobre la expresién de rpsL.
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Figura 27.- La citronela no afecta la expresidn de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el plasmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones
de 1/1,000, 1/800y 1/500, asi como en presencia del control de elucidn de la citronela, MM-N. Las cepas fueron crecidas en medio
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MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresién de la fusién transcripcional rpsL-lacZ, se determiné en la cepa WT de
S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones de 1/1,000, 1/800y 1/500, asi como en presencia del
control de elucion de la citronela, MM-N. La actividad especifica B-galactosidasa se determiné a las 24 h del crecimiento en
microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por
triplicado. ***, representa una diferencia significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de
eluciéon; ademas, se considerd un cambio cuando la expresidn se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.2.4 Efecto del eucalipto sobre la expresion de ssaG-lacZ

Para determinar si el extracto de eucalipto tiene efecto sobre la expresion de ssaG,
primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Para
esto, se monitored el crecimiento de S. Typhimurium en microplacas con MM-N a 37°C
durante 24 h, en presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura 28). Las
cepas tratadas con eucalipto a las diluciones 1/8,000, 1/5,000 y 1/1,000 presentaron un
crecimiento similar a la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucién (MM-N),
llegando a una ODeoo de 0.25 al final de la cinética (Figura 28A). La expresion de ssaG-
lacZ fue similar entre los tratamientos con eucalipto 1/8,000, 1/5,000, 1/1,000, la cepa sin
tratamiento y la cepa con el control de elucion (MM-N) (Figura 28B). Nuestros resultados
indican que el eucalipto a las diluciones probadas 1/8,000, 1/5,000, 1/1,000, no afectan
la expresion de ssaG.
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Figura 28.- El eucalipto no afecta la expresidn de ssaG. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusién transcripcional ssaG-lacZ, contenida en el plasmido pssaG-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en
diluciones de 1/8,000, 1/5,000 y 1/1,000, asi como en presencia del control de elucién del eucalipto, MM-N. Las cepas fueron
crecidas en medio MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresidn de la fusion transcripcional ssaG-lacZ, se determiné
en la cepa WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones de 1/8,000, 1/5,000 y 1/1,000, asi
como en presencia del control de elucién del eucalipto, MM-N. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 24 h del
crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. ns; no significativo.

También, evaluamos el crecimiento y la expresion de la fusion transcripcional rpsL-lacZ
en la cepa WT de S. Typhimurium en presencia de eucalipto en las diluciones 1/8,000,
1/5,000y 1/1,000 (Figura 29). Las cepas tratadas con eucalipto 1/8,000, 1/5,000 y 1/1,000
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crecieron de manera similar a la cepa con el control de elucién (ODsoo entre 0.2 y 0.25)
(Figura 29A). La expresion de rpsL-lacZ en las cepas tratadas con eucalipto 1/8,000,
1/5,000 y 1/1,000, fue similar a la cepa con el control de elucion (Figura 29B). Nuestros
resultados indican que las diluciones de eucalipto 1/8,000, 1/5,000, 1/1,000, no afectan
la expresion de rpsL.
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Figura 29.- El eucalipto no afecta la expresion de rpsL. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de S. Typhimurium que contiene
la fusion transcripcional rpsL-lacZ, contenida en el pldsmido prpsL-lacZ, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones
de 1/8,000, 1/5,000 y 1/1,000, asi como en presencia del control de elucidn del eucalipto, MM-N. Las cepas fueron crecidas en
medio MM-N en microplaca a 37°C durante 24 h. (b) La expresién de la fusidn transcripcional rpsL-lacZ, se determind en la cepa
WT de S. Typhimurium, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones de 1/8,000, 1/5,000 y 1/1,000, asi como en
presencia del control de elucidn del eucalipto, MM-N. La actividad especifica B-galactosidasa se determind a las 24 h del
crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes
hechos por triplicado. ns, no significativo.

7.3 Efecto de los extractos o compuestos sobre la expresion de exsA-lux

7.3.1 Efecto del cinamaldehido sobre la expresion de exsA-lux

Para determinar si el cinamaldehido tiene un efecto sobre la expresion de los genes del
SST3 de P. aeruginosa, evaluamos la expresion de exsA, el cual codifica para el
regulador transcripcional ExsA que activa la expresion estos genes (Diaz et al., 2011).
Para esto, analizamos la expresion de la fusion transcripcional exsA-lux en la cepa WT
de P. aeruginosa, en ausencia o0 presencia de concentraciones sub-inhibitorias de
cinamaldehido. Para confirmar que las concentraciones utilizadas no afectaran el
crecimiento, se monitore6 el crecimiento de P. aeruginosa en microplacas con LB a 37°C
durante 7 h.

Las cepas tratadas a las concentraciones de cinamaldehido 0.13 mM, 0.47 mM, 0.94 mM
y 2.35 mM, presentaron un crecimiento similar al de la cepa sin tratamiento y la cepa con
el control de elucién (ODsoo de 0.5, aproximadamente) (Figura 30A). La expresion de
exsA-lux fue similar entre los tratamientos con cinamaldehido a las concentraciones de

50



0.13 mM, 0.47 mM, 0.94 mM, 2.35 mM y la cepa con el control de elucion (Figura 30B).
Estos resultados indican que el cinamaldehido, a las concentraciones de 0.13 mM, 0.47
mM, 0.94 mM, 2.35 mM, no afecta la expresion de exsA.
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Figura 30.- El cinamaldehido no afecta la expresion de exsA. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que
contiene la fusién transcripcional exsA-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.13
mM, 0.47 mM, 0.94 mM y 2.35 mM, asi como en presencia del control de elucidn del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). Las
cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7 h. (b) La expresién de la fusion transcripcional exsA-lux, se
determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en presencia de cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.13
mM, 0.47 mM, 0.94 mM y 2.35 mM, asi como en presencia del control de elucidn del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). Las
unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan
los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. **, representa una diferencia significativa
con un valor de p < 0.01, con respecto a la cepa tratada con el control de elucidn; ademas, se considerd un cambio cuando la
expresion se afecté en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.3.2 Efecto de la citronela sobre la expresion de exsA-lux

Para determinar si la citronela tiene efecto sobre la expresion de exsA, primero
evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Se analiz6 el
crecimiento y la expresion de exsA-lux en la cepa WT de P. aeruginosa en presencia del
extracto de citronela a diluciones de 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400 (Figura 31). Se observé
que las cepas tratadas con citronela 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400 tuvieron un crecimiento
similar a la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucion, llegando a una ODsoo
de 0.5 aproximadamente (Figura 31A). La expresion de exsA-lux en presencia de
citronela a las diluciones 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400 fue similar a la cepa tratada con
el control de elucion (Figura 31B). Estos resultados indican que la citronela, a las
diluciones 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400, no afecta la expresion de exsA.
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Figura 31.- La citronela no afecta la expresidn de exsA. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene
la fusion transcripcional exsA-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones de 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400,
asi como en presencia del control de elucidn de citronela, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante
7 h. (b) La expresion de la fusidn transcripcional exsA-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en
presencia de citronela en diluciones de 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400, asi como en presencia del control de elucién de citronela,
LB. Las unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados
representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia
significativa con un valor de p < 0.001, con respeto a la cepa tratada con el control de elucidén; ademas, se consideré un cambio
cuando la expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.3.3 Efecto del Mega sobre la expresion de exsA-lux

Para determinar si el extracto de planta gobernadora (Mega) tiene algun efecto sobre la
expresion de exsA, primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el
crecimiento. El crecimiento de P. aeruginosa en presencia de Mega a las diluciones
1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400 y 1/200 se evalué en microplacas con LB a 37°C durante 7
h (Figura 32). Las cepas tratadas con Mega a las diluciones de 1/1,000, 1/800, 1/500,
1/400 y 1/200, crecieron de manera similar a la cepa sin tratamiento y la cepa con el
control de elucion (LB) (Figura 32A). La expresion de exsA-lux en presencia de las
diluciones de Mega utilizadas fue similar a la cepa con el control de elucion (Figura 32B).
Estos resultados indican que el Mega, a las diluciones de 1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400 y
1/200, no afecta la expresion de exsA.
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Figura 32.- El Mega no afecta la expresion de exsA. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene la
fusion transcripcional exsA-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400y 1/200,
asi como en presencia del control de elucidén del Mega, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7
h. (b) La expresidn de la fusidn transcripcional exsA-lux, se determiné en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en
presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400 y 1/200, asi como en presencia del control de elucién del Mega,
LB. Las unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados
representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia
significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa con el control de elucién; ademas, se consideré un cambio cuando
la expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.3.4 Efecto del eucalipto sobre la expresion de exsA-lux

Para determinar si el extracto de eucalipto tiene efecto sobre la expresién de exsA,
evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectan el crecimiento. Se monitoreo el
crecimiento de P. aeruginosa en microplacas con LB a 37°C durante 7 h, en presencia
del extracto de eucalipto a las diluciones de 1/1,500, 1/1,000 y 1/500 (Figura 33). Las
cepas tratadas a las diluciones de eucalipto 1/1,500, 1/1,000 y 1/500, crecieron de
manera similar a la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucién (ODsoo de 0.5,
aproximadamente) (Figura 33A). La expresion de exsA-lux no se afectdé en ninguno de
los tratamientos probados (Figura 33B). Nuestros resultados indican que el extracto de
eucalipto, a las diluciones de 1/1,500, 1/1,000 y 1/500, no afecta la expresion de exsA.
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Figura 33.- El eucalipto no afecta la expresion de exsA. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. geruginosa que contiene
la fusidn transcripcional exsA-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones de 1/1,500, 1/1,000 y 1/500, asi
como en presencia del control de elucién del eucalipto, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante
7 h. (b) La expresion de la fusidn transcripcional exsA-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en
presencia de eucalipto en diluciones de 1/1,500, 1/1,000 y 1/500, asi como en presencia del control de elucién del eucalipto, LB.
Las unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados
representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ns, no significativo.

7.3.5 Efecto del Citrobio sobre la expresion de exsA-lux

Para determinar si el extracto de citricos (Citrobio) tiene efecto sobre la expresion de
exsA, primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento.
El crecimiento de P. aeruginosa en presencia de Citrobio a diluciones de 1/16,000 y
1/5,000 se evalud en microplacas con LB a 37°C durante 7 h (Figura 34). En presencia
de Citrobio a diluciones de 1/16,000 y 1/5,000, el crecimiento de las cepas fue similar al
de la cepa sin tratamiento y la cepa con el control de elucion (LB) (ODeoo de 0.5,
aproximadamente) (Figura 34A). La expresion de exsA en presencia de Citrobio a las
diluciones de 1/16,000 y 1/5,000, fue similar a la cepa con el control de elucion (Figura
34B). Estos resultados indican que el Citrobio en las diluciones de 1/16,000 y 1/5,000, no
afectan la expresion de exsA.
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Figura 34.- El citrobio no afecta la expresion de exsA. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene la
fusion transcripcional exsA-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de citrobio en diluciones de 1/16,000 y 1/5,000, asi como en
presencia del control de elucion del citrobio, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7 h. (b) La
expresion de la fusion transcripcional exsA-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en presencia de
citrobio en diluciones 1/16,000 y 1/5,000, asi como en presencia del control de elucion del citrobio, LB. Las unidades relativas de
bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios
obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia significativa con un valor
de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucidn; ademas, se consideré un cambio cuando la expresion se
afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.4 Efecto de los extractos o compuestos sobre la expresion de rhiR-lux

7.4.1 Efecto del cinamaldehido sobre la expresion de rhiR-lux

Para determinar si el cinamaldehido tiene un efecto sobre la expresion de los genes de
quorum sensing de P. aeruginosa, evaluamos la expresion de rhiR, el cual codifica para
el regulador transcripcional RhIR del sistema rhl (Jiménez et al.,, 2012). Para esto,
analizamos la expresion de la fusidén transcripcional rhiR-lux en la cepa WT de P.
aeruginosa, en ausencia o presencia de cinamaldehido. Para confirmar que las
concentraciones utilizadas no afectaran el crecimiento, se monitore6 el crecimiento de P.
aeruginosa en microplacas con LB a 37°C durante 7 h, en presencia de diferentes
concentraciones de este compuesto (Figura 35).

Las cepas tratadas a las concentraciones de cinamaldehido 0.13 mM, 0.47 mM, 0.94 mM
y 2.35 mM, presentaron un crecimiento similar a la cepa sin tratamiento y la cepa con el
control de elucidn (ODsoo de 0.55, aproximadamente) (Figura 35A). La expresion de rhiR-
lux disminuy6 2 veces en presencia de cinamaldehido a las concentraciones de 0.13 mM,
0.47 mM, 0.94 mM y 2.35 mM, con respecto a la cepa con el control de elucién (Figura
35B). Nuestros resultados indican que la presencia de cinamaldehido a las
concentraciones 0.13 mM, 0.47 mM, 0.94 mM y 2.35 mM, disminuyen la expresion de
rhiR.
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Figura 35.- El cinamaldehido disminuye la expresion de rhiR. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que
contiene la fusion transcripcional rhIR-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.13
mM, 0.47 mM, 0.94 mM y 2.35 mM, asi como en presencia del control de elucidn del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). Las
cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7 h. (b) La expresion de la fusidn transcripcional rhiR-lux, se
determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en presencia de cinamaldehido (CIN) en concentraciones de 0.13
mM, 0.47 mM, 0.94 mM y 2.35 mM, asi como en presencia del control de elucién del cinamaldehido, etanol al 60% (Et60). Las
unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan
los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia significativa
con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucion; ademas, se consideré un cambio cuando la
expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.4.2 Efecto de la citronela sobre la expresion de rhiR-lux

Para determinar si la citronela tiene efecto sobre la expresion de rhIR, primero evaluamos
que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Para esto, se monitoreé el
crecimiento de P. aeruginosa en microplacas con LB a 37°C durante 7 h, en presencia de
diferentes diluciones de este extracto (Figura 36). Las cepas tratadas a las diluciones de
citronela 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400, presentaron un crecimiento similar entre las cepas
sin tratamiento y la cepa con el control de elucion, llegando a una ODeoo de 0.5 (Figura
36A). La expresion de rhiR-lux disminuy6 alrededor de 2 veces en las cepas tratadas a
las diluciones de citronela 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400, con respecto a la cepa con el
control de elucion (Figura 36B). Nuestros resultados indican que la citronela a las
diluciones 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400, disminuyen la expresién de rhiR.
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Figura 36.- La citronela disminuye la expresidn de rhlR. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene
la fusidn transcripcional rhlR-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de citronela en diluciones de 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400, asi
como en presencia del control de elucidn del citronela, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7
h. (b) La expresién de la fusidn transcripcional rhiIR-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en
presencia de citronela en diluciones de 1/1,200, 1/800, 1/600 y 1/400 asi como en presencia del control de elucidn del citronela,
LB. Las unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados
representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia
significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucién; ademas, se considerd un cambio
cuando la expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.4.3 Efecto del Mega sobre la expresion de rhIR-lux

Para determinar si el extracto de planta gobernadora (Mega) tiene efecto sobre la
expresion de rhiR, primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el
crecimiento. Para esto, se monitored el crecimiento de P. aeruginosa en microplacas con
LB a 37°C durante 7 h, en presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura 37).
Las cepas tratadas a las diluciones de Mega 1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400 y 1/200,
presentaron un crecimiento similar entre las cepas sin tratamiento y la cepa con el control
de elucion, llegando a una ODeoo entre 0.5 y 0.6 (Figura 37A). La expresion de rhiR-lux
disminuy6 alrededor de 2 veces en presencia de Mega 1/500, 1/400 y 1/200, en
comparacion de la cepa con el control de elucién (Figura 37B). Nuestros resultados
indican que el Mega a las diluciones 1/500, 1/400 y 1/200, disminuyen la expresiéon de
rhiR.
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Figura 37.- El Mega disminuye la expresion de rhlR. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene la
fusion transcripcional rhiR-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400y 1/200
asi como en presencia del control de elucidén del Mega, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7
h. (b) La expresién de la fusidn transcripcional rhiIR-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en
presencia de Mega en diluciones de 1/1,000, 1/800, 1/500, 1/400 y 1/200 asi como en presencia del control de elucién de Mega,
LB. Las unidades relativas de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados
representan los promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia
significativa con un valor de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucién; ademas, se considerd un cambio
cuando la expresion se afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.4.4 Efecto del eucalipto sobre la expresion de rhIR-lux

Para determinar si el extracto de eucalipto tiene efecto sobre la expresiéon de rhIR, primero
evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Para esto, se
monitored el crecimiento de P. aeruginosa en microplacas con LB a 37°C durante 7 h, en
presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura 38). Las cepas tratadas con
eucalipto a las diluciones 1/1,500 y 1/1,000 presentaron un crecimiento similar a la cepa
sin tratamiento y la cepa con el control de elucién (Figura 38A). La expresion de rhIR-lux
disminuy6 2 veces en presencia de eucalipto a las diluciones 1/1,500 y 1/1,000, con
respecto a la cepa con el control de elucién (Figura 38B). Nuestros resultados indican
gue el eucalipto a las diluciones de 1/1,500 y 1/1,000, disminuyen la expresién de rhiR.
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Figura 38.- El eucalipto disminuye la expresion de rhiR. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene
la fusidn transcripcional rhiR-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de eucalipto en diluciones de 1/1,500 y 1/1,000, asi como en
presencia del control de elucién del eucalipto, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7 h. (b) La
expresion de la fusidn transcripcional rhiIR-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en presencia de
eucalipto en diluciones de 1/1,500 y 1/1,000, asi como en presencia del control de elucidn del eucalipto, LB. Las unidades relativas
de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios
obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia significativa con un valor
de p < 0.001, con respecto a la cepa tratada con el control de elucion; ademas, se considerd un cambio cuando la expresidon se
afectd en 1.5 veces. ns, no significativo.

7.4.5 Efecto del Citrobio sobre la expresion de rhiR-lux

Para determinar si el extracto de citricos (Citrobio) tiene efecto sobre la expresién de rhiR,
primero evaluamos que las diluciones seleccionadas no afectaran el crecimiento. Para
esto, se monitored el crecimiento de P. aeruginosa en microplacas con LB a 37°C durante
7 h, en presencia de diferentes diluciones de este extracto (Figura 39). Las cepas tratadas
a las diluciones 1/16,000 y 1/5,000 presentaron un crecimiento similar al de la cepa sin
tratamiento y la cepa con el control de elucién, llegando a una ODeoo de 0.5 (Figura 39A).
La expresion de rhiR-lux disminuyé 1.5 veces en presencia de Citrobio 1/5,000, en
comparaciéon de la cepa con el control de elucion (Figura 39B). Nuestros resultados
indican que el Citrobio una dilucion de 1/5,000, disminuye la expresién de rhiR.
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Figura 39.- El Citrobio disminuye la expresidn de rhlR. (a) Cinética de crecimiento de la cepa WT de P. aeruginosa que contiene la
fusion transcripcional rhiR-lux, en ausencia (S/T) o en presencia de Citrobio en diluciones de 1/16,000 y 1/5,000 asi como en
presencia del control de elucién del Citrobio, LB. Las cepas fueron crecidas en medio LB en microplaca a 37°C durante 7 h. (b) La
expresion de la fusidn transcripcional rhiIR-lux, se determind en la cepa WT de P. aeruginosa, en ausencia (S/T) o en presencia de
Citrobio en diluciones de 1/16,000 y 1/5,000, asi como en presencia del control de elucién del Citrobio, LB. Las unidades relativas
de bioluminiscencia se determinaron a las 7 h del crecimiento en microplaca. Los datos graficados representan los promedios
obtenidos de tres experimentos independientes hechos por triplicado. ***, representa una diferencia significativa entre las cepas
indicadas, con un valor de p < 0.001; ademads, se consideré un cambio cuando la expresion se afecté en 1.5 veces. ns, no
significativo.
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VIII.

Discusion

La resistencia a los antimicrobianos ha surgido como un gran desafio para la medicina
moderna y la salud publica. El hecho alarmante es que tarde o temprano se producira
resistencia a cualquier antibiético nuevo. La principal ventaja de apuntar a los
mecanismos de virulencia es que existe una baja posibilidad de que se desarrollen
mecanismos de resistencia. En este sentido, las plantas representan una alternativa
prometedora para la basqueda de diferentes actividades antimicrobianas, debido a la
produccion de diferentes metabolitos secundarios que les permiten contender con
diferentes estrés del medio donde se encuentran.

En este estudio, evaluamos la actividad anti-virulencia de diferentes extractos
comerciales y del compuesto cinamaldehido, contra cepas de P. aeruginosa y S.
Typhimurium. En particular, se evaluaron los extractos de canela (CinnacAr),
gobernadora (Mega), eucalipto, citronela y de citricos (Citrobio), mediante el uso de
fusiones transcripcionales a los genes de virulencia invF y ssaG de S. Typhimurium y rhiR
y exsA de P. aeruginosa. Debido a que los extractos utilizados en este trabajo son de
origen comercial (CinnacAr, citrobio y mega) o artesanal (citronela y eucalipto),
desconocemos la parte de la planta y los métodos de extraccién utilizados para su
obtencion, por lo que no pudimos obtener la concentracion de estos y utilizamos
diluciones para la mayoria de ellos.

En el caso del extracto de canela (CinnacAr), la expresion de invF y de ssaG disminuyé
en la cepa de S. Typhimurium tratada con este extracto (Figura 14 y 24), mientras que no
se afectd la expresion de rpsL (Figura 15 y 25). Probablemente, el efecto anti-virulencia
observado del CinnacAr sobre la expresion de invF y ssaG sea debido al cinamaldehido,
el cual es uno de los componentes principales del extracto de canela, ademas del eugenol
(Chericoni et al., 2005). Se ha reportado que el cinamaldehido y el eugenol afectan la
secrecion de proteinas efectoras del SST3-1, a través de inhibir la expresion de algunos
reguladores de SPI-1 como HilA, InvF, HIlC y HilD (efecto anti-virulencia), y, a su vez, el
cinamaldehido incrementa la supervivencia de ratones infectados con Salmonella (Liu et
al., 2019; Zhao et al., 2022). Debido a esto, evaluamos el efecto anti-virulencia del
cinamaldehido, donde observamos que la expresion de invF y de ssaG disminuyo en la
cepa tratada con este compuesto (Figura 12 y 22). El efecto del cinamaldehido sobre la
expresion de invF y ssaG fue mayor que cuando se evalu6 el CinnacAr, probablemente
debido a que, al ser un extracto total, el cinamaldehido se encuentra en menor
concentracion; sin embargo, la expresion de rpsL también disminuyd en la cepa crecida
en LB en presencia de este compuesto (Figura 13). Que el efecto del cinamaldehido se
observara también sobre la expresion de rpsL sugiere que este compuesto podria tener
un efecto en la expresion de otros genes de Salmonella. Con respecto a esto, Kollanoor
y colaboradores evaluaron el efecto en el transcriptoma de Salmonella en presencia de
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cinamaldehido y eugenol (Kollanoor et al., 2017). En este estudio encontraron que la
presencia de ambos compuestos afecta la expresion de genes relacionados a diversas
funciones como virulencia, colonizacion, metabolismo, composicion de membranas y
sistemas de transporte, por lo que el cinamaldehido podria tener un efecto sobre la
expresion global de Salmonella, y por ello observamos que también se afecté la expresion
de rpsL. En P. aeruginosa se ha descrito que el cinamaldehido es capaz de inhibir la
formacion de biopelicula, asi como la erradicacion de biopeliculas pre-formadas (Topa et
al., 2020; Torres., 2021); también, actia inhibiendo la expresion de genes del quorum
sensing, como lasB, rhlA 'y pgsAy presenta sinergia en la disminucién del quorum sensing
y en la formacion y erradicacion de biopeliculas en combinacion de antibiéticos como
colistina y trobamicina (Topa et al., 2020). Nuestros resultados concuerdan con lo
reportado previamente, ya que la expresion de rhlR disminuyé en presencia de
cinamaldehido (Figura 35); sin embargo, la presencia de cinamaldehido no afecto la
expresion de exsA (Figura 30).

En el caso del extracto de citronela, la expresion de invF disminuyd en la cepa de S.
Typhimurium tratada con este extracto (Figura 16), pero no tuvo efecto sobre la expresion
de ssaG ni de rpsL (Figura 26, 17 y 27). Por otra parte, la expresion de rhiR, pero no de
exsA, disminuyo en la cepa de P. aeruginosa tratada con citronela (Figura 36 y 31).
Probablemente, el efecto anti-virulencia observado con el extracto de citronela sea debido
al metabolito secundario geraniol, uno de los componentes principales de la citronela
(Pontes et al.,, 2019). Ademas de tener un efecto antibacteriano, el geraniol tiene la
capacidad de inhibir la biopeliculas de la bacteria Staphylococcus aureus (Pontes et al.,
2019) y del hongo Candida albicans (De Toledo et al., 2016); ademas, se encontré que
inhibe la actividad catalitica del regulador maestro de virulencia, DsbA, en Shigella sonnei
(Mirza et al., 2018). En un estudio previo en nuestro grupo, se determiné que el extracto
de citronela disminuye el mantenimiento de la biopelicula de P. aeruginosa (Torres.,
2021). Hasta el momento, no se habia estudiado el efecto del extracto de citronela sobre
la expresion de genes de virulencia de Salmonella y Pseudomonas; sin embargo, se
requieren de mas estudios para conocer el mecanismo por el cual actua.

En el caso del extracto de planta gobernadora (Mega), la expresion de invF y rpsL se
incrementd en la cepa de S. Typhimurium en presencia de este extracto (Figura 18 y 19).
Que la expresion de invF y rpsL se incrementara en presencia de Mega, sugiere que la
presencia de este extracto afecta la expresion global de Salmonella. Aunque las
concentraciones/diluciones probadas en este trabajo no afectaron el crecimiento de las
bacterias, la presencia de este extracto podria generar una condicion de estrés que
induzca la expresién de uno o varios genes de Salmonella, como el caso de rpsL (que
codifica para la proteina ribosomal S12) o de invF (que codifica para uno de los
reguladores de SPI-1). Por otro lado, la expresion de rhIR, pero no de exsA, disminuyo
en la cepa de P. aeruginosa tratada con Mega (Figura 37 y 32). Dentro de los metabolitos
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secundarios de la planta gobernadora se encuentran los lignanos (como el acido
dihidroguaiarético) y flavonoides (como la tetrametoxiflavona) (Favela-Herndndez et al.,
2012). Para el acido dihidroguaiarético se encontré un efecto antibacteriano contra S.
aureus y Mycobacterium tuberculosis (Favela-Herndndez et al., 2012; Clemente-Soto et
al., 2014), ademas, afecta la expresion de genes relacionados a la pared celular,
metabolismo, respiracién, virulencia y adaptacion en M. tuberculosis (Clemente-Soto et
al., 2014). En contraste, en nuestro grupo encontramos que la presencia de Mega
incrementa la formacion de biopelicula en la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, quizas
debido al estrés inducido por los componentes de este extracto (Torres., 2021).
Probablemente estos resultados contradictorios donde el Mega incrementé la formacion
de biopelicula (Torres., 2021), y disminuyo la expresion de rhIR (el cual participa en
quorum sensing, proceso que regula la formacién de biopelicula) (Este trabajo), sean
debido a las diferencias en los experimentos realizados, las cepas y las diluciones
utilizadas, asi como del medio de cultivo empleado. El mecanismo por el cual el extracto
de Mega afecta la expresién de los genes de Salmonella y Pseudomonas queda por
determinarse.

Uno de los metabolitos principales del eucalipto es el 1,8-cineol (eucaliptol), el cual posee
actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus (Mekonnen et al., 2016). Ademas, en
un estudio realizado con extractos de curcuma, los cuales contienen eucaliptol,
demostraron un efecto en la inhibicion de la produccion de exotoxinas de L.
monocytogenes y S. aureus (efecto anti-virulencia) (Huang et al., 2019). Hasta el
momento, no se habia estudiado el efecto anti-virulencia del extracto de eucalipto sobre
la expresion de genes de virulencia de Salmonella y de Pseudomonas. En este trabajo,
observamos que el eucalipto no afecté la expresion de los genes de S. Typhimurium, invF
(Figura 20) ni de ssaG (Figura 28), a las diluciones probadas de este extracto. Es
necesario realizar mas experimentos donde evaluemos un rango menor de diluciones de
este extracto sobre la expresion de los genes de virulencia de Salmonella. Por otra parte,
la expresion de rhiIR, pero no de exsA, disminuyo en la cepa de P. aeruginosa tratada con
eucalipto (Figura 38 y 33). Aunque no se habia estudiado previamente el efecto del
extracto de eucalipto sobre los sistemas de quorum sensing de Pseudomonas, nuestro
trabajo concuerda con un reporte previo donde se demostré que el extracto de eucalipto
inhibe la produccion del pigmento violaceina en Chromobacterium violaceum, la cual es
usada como biomarcador de quorum sensing (Luis et al., 2015), es decir, que el eucalipto
tiene un efecto anti-quorum sensing.

En un estudio realizado previamente en nuestro grupo, se determind que el extracto de
citricos (Citrobio), induce la formacion de biopelicula en la cepa P. aeruginosa ATCC
27853 (Torres., 2021); sin embargo, en este trabajo observamos que la expresion de rhiR
disminuy6 en presencia de Citrobio (Figura 39). Estos resultados parecen ser
contradictorios ya que la formacién de biopelicula es regulada positivamente a través del
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quorum sensing. Sin embargo, esto podria deberse a las diferencias en las metodologias
utilizadas para ambos estudios. Por otra parte, la presencia de citrobio no afect6 la
expresion de exsA (Figura 34). Probablemente uno o varios metabolitos secundarios del
extracto de citricos (citrobio) tienen diferentes efectos sobre la expresion de los genes de
virulencia de P. aeruginosa, por lo que se requieren de méas estudios para conocer la
identidad de estos compuestos.

Se han realizado estudios de otros extractos o compuestos de plantas sobre la expresion
de genes de virulencia de Salmonella. Por ejemplo, la punicalagina, compuesto presente
en el extracto de granada, disminuy6 la movilidad y la expresion de genes relacionados
a movilidad, como fliA, y algunos genes de virulencia, como hilA y ssrA (SPI-1 y SPI-2,
respectivamente), en presencia de concentraciones subinhibitorias de este compuesto (Li
et al.,, 2014) (Figura 40 A y B). El pirogalol, compuesto presente en diversas frutas y
verduras, disminuyod la expresion de genes de virulencia presentes en de SPI-1, como
hilA e invF en concentraciones subinhibitorias de este compuesto (Birhanu et al., 2021)
(Figura 40 A). No obstante, hasta el momento no se ha estudiado el mecanismo por el
cual estos compuestos presentes en plantas afectan la expresion de genes de virulencia
de Salmonella. Los &cidos grasos forman parte de las sefiales ambientales que
Salmonella detecta en el intestino de sus hospederos y que modulan la expresion de sus
genes de virulencia. Se ha reportado que el regulador HilA es modificado por un grupo
acilo al acumularse el butiril-CoA, un producto generado por el metabolismo del butirato,
y, de esta manera, afecta la expresion de los genes de SPI-1 (Zhang et al., 2020). Otros
acidos grasos de cadena larga, como el acido hexadecenoico (c2-HDA) o el oleato,
afectan la capacidad del regulador HilD de unirse y activar la transcripcion de sus genes
blanco (Golubeva et al., 2016; Chowdhury et al., 2021) (Figura 40 A). EI compuesto
defostatina, una molécula no antibiética derivada de Streptomyces, modifica al regulador
de respuesta SsrBy, de esta manera, disminuye la expresion de los genes de SPI-2 (Tsai
et al., 2020) (Figura 40 B). Nuestros resultados indican que la expresion de los genes de
virulencia invF y ssaG de S. Typhimurium se afecta en presencia de los extractos de
canela (CinnacAr) y para el caso de invF, también por la presencia de citronela.
Probablemente, los componentes de estos extractos afecten a los reguladores
especificos de virulencia de esta bacteria, tal como HilD y HilA (SPI-1) o SsrA/B (SPI-2),
y, por ello, se afecte la expresion de genes corriente debajo de la cascada de regulacién
como invF o ssaG, respectivamente; mientras que, los componentes del extracto de
planta gobernadora (Mega), que afecto la expresion tanto de invF y rpsL, tengan un efecto
sobre el proceso de transcripcion o sobre algun regulador global que controle la expresion
de varios genes involucrados en diversos procesos biolégicos. Sin embargo, se requieren
de mas estudios para determinar especificamente el efecto de los extractos 0 compuestos
evaluados en nuestro estudio.
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Figura 40.- Compuestos con actividad anti-virulencia sobre reguladores especificos de virulencia en S. Typhimurium. SPI-1 (a) y
SPI-2 (b).

En Pseudomonas, se han estudiado otros extractos o compuestos de plantas que tienen
efecto anti-virulencia. El extracto de bergamota (Citrus bergamia) y de Aspidosperma, asi
como la quercetina (presente en frutas y verduras), afectaron los fenotipos regulados por
guorum sensing como la movilidad tipo enjambre, la formacién de biopelicula, la
produccion de proteasas y de piocianina, asi como la expresién de los genes de quorum
sensing lasl, lasR, rhll y rhIR (Ouyang et al., 2016; Ahmed et al., 2021) (Figura 41). En
otro estudio, se demostré que el extracto de las hojas de Olea europaea (olivo) y Camellia
sinensis (té verde) disminuyeron la expresion de los genes del sistema Quorum sensing
las y rhl (El-sayed et al., 2020) (Figura 41). El 5-hidroximetilfurfural, el cual se encuentra
en frutas como el platano rojo (Musa acuminata), el café, la miel y las frutas secas,
disminuyo la produccién de piocianina, elastasas, proteasas, la formacion de biopelicula,
la movilidad tipo enjambre, asi como la expresion de los genes del sistema de Quorum
sensing las y rhl (Rajkumari et al., 2019; Vijayakumar & Ramanathan, 2020) (Figura 41).
De manera interesante, Rajkumari y colaboradores, a través de acoplamiento molecular,
demostraron que el 5-hidroximetilfurfural interacciona con los reguladores
transcripcionales LasR y RhIR, antagonizando la unién con sus ligandos naturales
(Rajkumari et al., 2019). Nuestros resultados indican que la expresion de rhIR se afecta
en presencia de los extractos de eucalipto, citrobio, citronela y mega, asi como del
compuesto cinamaldehido. Probablemente, los componentes de estos extractos afecten
a los reguladores especificos de quorum sensing, tal como LasR o RhIR, y de esta
manera, se afecte la expresion de rhIR. Que en nuestros resultados no observaramos
ningun efecto sobre la expresion de exsA nos sugiere que la expresién del SST3 no se
ve afectada por la presencia de estos extractos o compuestos de plantas; sin embargo,
es necesario evaluar la expresibn de exsA en otras condiciones que induzcan la
expresion maxima del SST3, tal como las bajas concentraciones de Ca?* o la presencia
de suero en el medio (Hauser, 2009; Diaz et al., 2011).
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Figura 41.- Compuestos o extractos con actividad anti-virulencia sobre reguladores especificos de quorum sensing de P.
aeruginosa.

En este trabajo encontramos que algunos de los extractos utilizados tienen actividad anti-
virulencia contra cepas de laboratorio de S. Typhimurium y P. aeruginosa, por lo que se
requieren de mas estudios para determinar si estos extractos tienen también un efecto
anti-virulencia contra cepas multi-resistentes a los antibioticos. Con base en nuestros
resultados, en nuestro grupo se tiene planeado obtener nuestros propios extractos de
estas plantas utilizando diferentes solventes (como hexano, cloroformo, acetato de etilo,
metanol, etanol y agua) y/o de diferentes partes de la planta para obtener diferentes
metabolitos, y, de esta manera, conocer la concentracién de cada extracto. El uso de
técnicas cromatograficas como el HLPC, nos permitira conocer el o los compuestos
presentes en estos extractos que presentaron actividad anti-virulencia.
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IX. Conclusion

Para S. Typhimurium:

El extracto de canela (CinnacAr) disminuyd la expresion de invF y de ssaG a una
concentracion de 47.43 mg/L.

El cinamaldehido disminuyo la expresion de invF a una concentracion de 0.94 mM,
la expresion de rpsL a una concentracion de 0.47 mM, asi como la expresion de
ssaG a las concentraciones de 0.23 mM y 0.47 mM.

El extracto de citronela disminuyo la expresion de invF a una dilucion de 1/600.

El extracto de planta gobernadora (Mega) incrementé la expresion de invF y rpsL
a la dilucion de 1/500.

El extracto de eucalipto, a las diluciones probadas en este trabajo, no tuvo efecto
sobre la expresion de invF, ssaG ni de rpsL.

Para P. aeruginosa:

El cinamaldehido disminuy6 la expresion de rhIR a las concentraciones de 0.13
mM, 0.47 mM, 0.94 mMy 2.35 mM.

El extracto de citronela disminuy6 la expresion de rhiR a las diluciones 1/1,200,
1/800, 1/600 y 1/400.

El extracto de planta gobernadora (Mega) disminuyo la expresion de rhiR a las
diluciones de 1/500, 1/400 y 1/200.

El extracto de eucalipto disminuyo6 la expresién de rhiR a las diluciones de 1/1,500
y 1/1,000.

El extracto de citricos (Citrobio) disminuy6 la expresion de rhIR a la dilucion de
1/5,000.

Ninguno de los extractos probados tuvo efecto sobre la expresidon de exsA.
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X. Perspectivas

e Evaluar el efecto de los extractos 0 compuestos probados sobre la expresion de
otros genes de virulencia y genes constitutivos (controles).

e Determinar la posible sinergia de los extractos probados.

e Evaluar el efecto de los extractos 0 compuestos probados sobre la expresion de
los genes de virulencia en cepas multi-resistentes.

e |dentificar los compuestos presentes en los extractos de plantas con actividad anti-
virulencia.
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