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1. RESUMEN



En la actualidad la Organizacion Mundial de la Salud declara que mas de 1,4 millones de
pacientes en todo el mundo tratados en centros hospitalarios, ambulatorios o de consulta
externa, se ven afectados por las Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud; gran parte de
esta problematica es atribuida a Pseudomonas aeruginosa, considerado como un agente
patdégeno oportunista, capaz de hospedarse en el organismo de pacientes en estado de
inmunodepresion.

Esta bacteria es capaz de colonizar el cuerpo humano gracias a que posee mecanismos
mediados por la expresion de genes autoinductores, Lactonas de N-acilhomoserina (AHL)
como sefial quimica para comunicarse entre ellas y a su vez permitir el incremento de la
densidad celular. Este proceso de comunicaciéon es denominado Quorum Sensing y contribuye
a la variacion del material genético, intercambio de genes de una especie bacteriana a otra,
modificacion del blanco molecular, formacion de biofilms y multirresistencia. Estos y otros
mecanismos de patogenicidad han generado la resistencia a los antibidticos y a complicar el
régimen farmacoterapéutico de los pacientes. Por ello que se hace necesaria la busqueda de
alternativas mas eficaces y de menor costo que posibiliten la prevencion y el tratamiento de
algunas enfermedades infecciosas.

En este trabajo se realizé la busqueda bibliografica para identificar aquellos compuestos
naturales de origen vegetal como fuentes importantes para el descubrimiento de farmacos
antimicrobiano y potenciales inhibidores de Quorum sensing en P. aeruginosa. La informacién
tomada como base para el desarrollo de esta monografia indica la importancia de los
mecanismos de actividad Antibiofilm de las moléculas derivadas de productos naturales, que
actuan como agentes inhibitorios del Quérum sensing dependiente de autoindicadores (AHLSs).
Gran parte de estos metabolitos secundarios (Terpenos, Fenilpropanoides, flavonoides,
alcaloides, lactonas y compuestos azufrados) evidencian efectos directos sobre los genes y
proteinas relacionadas con la comunicacién celular (Lasl, LasR). La estabilidad y resistencia a
la degradacién por parte del metabolismo del huésped y su facil transporte a través de las

células hasta su lugar de accion, los hacen los candidatos ideales para futuros desarrollos.

Palabras claves: AHL, Autoinductores, Biofilms, Pseudomonas aeruginosa, Quorum Sensing.



2. INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es un patdogeno gramnegativo que causa infecciones agudas
y cronicas en pacientes inmunodeprimidos (Allegretta et al., 2017). Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) mas de 1,4 millones de pacientes en todo el
mundo tratados en centros hospitalarios, ambulatorios o de consulta externa se ven
afectados por las Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud (IAAS), siendo el riesgo
de infeccion de 2 a 20 veces mayor en los paises en via de desarrollo (OMS, 2019;
OMS, 2015; CLSI, 2010). En Colombia se notificaron en el 2019, 333 casos
relacionados con brotes de IAAS, el 27% fueron asociados a P. aeruginosa (INS,
2020). Esta bacteria posee mecanismos mediados por la expresion de genes
autoinductores Lactonas de N acilhomoserina (AHL) como sefial quimica para
comunicarse entre ellas, desempenando

un papel importante en la resistencia a multiples farmacos (Holban et al., 2013), a la
expresion de genes asociados al crecimiento de biofilms y a la bomba de eflujos
(Ghosh, 2019; Abbas et al., 2016).

La formacién de biofiims es uno de los mecanismos adaptativos de ciertas bacterias
Gram negativa y positivas asociadas a la expresion de nanomoléculas y genes
autoindicadores (Al) cuya concentracion extracelular aumenta en funcidén del
incremento de la densidad celular, permitiendo la comunicacion célula- célula;
denominado “Quoérum  Sensing” (QS) (Gallardo M, 2009). EI Quérum Sensing
contribuyea lavariaciéon del material genético, intercambio de genes de una especie
bacteriana a otra, transformaciones enzimaticas, genes asociados a factores de
virulencia de ciertas bacterias oportunistas resistentes (Greenberg, 2003; Rasmussen
et al., 2006), modificacion del blanco molecular, expulsion del farmaco desde el interior
de la célula, prevencion de la entrada del farmaco, formacion de biofiims y
multiresistencia (Ditu et al., 2011; Malmstrom et al., 2012; Canton et al., 2011; Donlan,
2002; Thomson, 2010).



La Organizaciéon Mundial de la Salud considera que los productos derivados de las
plantas juegan un papel importante para la prevencion de algunas enfermedades
infecciosas, debido a su disponibilidad y menos costo a través de la estrategia de
medicina tradicional y complementaria 2014-2023, estimando que un 80% de la
poblacion mundial usa fitomedicina para tratar enfermedades infecciosas y no
infecciosas (OMS, 2013). Cabe resaltar que las poblaciones de la region norte de
Colombia, utilizan el conocimiento ancestral y tradicional de las plantas medicinales para

el tratamiento de sus principales problemas de salud (Gomez et al., 2011).

Los productos naturales de origen vegetal son fuentes importantes para el
descubrimiento de farmacos antimicrobianos (Naveed et al., 2013; Lu et al., 2019). Se
ha encontrado que algunos flavonoides, catequinas, terpenos y compuesto azufrados
aislados de plantas, actuan como inhibidores de quorum sensing; gracias a la similitud en
su estructura quimica con las sefales (AHL) y a su capacidad para degradar e inhibir los
receptores LuxR / LasR, generando una menor expresion de los factores de virulencia y
alterando la morfologia de los biofilms (Pejing, 2015; D’Almeida,2017; Vandeputte et al.,
2010).

Por consiguiente, este estudio permitirda la busqueda de metabolitos secundarios de
origen vegetal inhibidores de Quorum sensing en P. aeruginosa, mediante herramientas
bibliografica en bases de datos con publicaciones de documentos primarios vy
secundarios que evidencian estas investigaciones. A su vez, esta revisién sistematica
generara informacion util a la comunidad académica- cientifica y la comunidad en
general sobre el potencial farmacoldgico de las plantas como linea base para estudios
experimentales y alternativa terapéutica de nuevos compuestos de origen vegetal para

tratamiento de enfermedades asociadas a las IAAS.



3. DESARROLLO
3.1. Caracteristicas Generales de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa, considerada como un
patdgeno ubicuo, oportunista y bastante persistente en el medio ambiente. Tiene forma
de bastén aproximadamente de 0,5-1 um en diametro y de 1,5-5 ym de largo. Es un
microorganismo aerobio facultativo con motilidad unipolar, aunque algunas veces se ha

aislado con dos o tres flagelos y muchas fimbrias o pilis en la superficie celular (Figura

1) (Whitman et al., 2016).
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Figura 1. Morfologia Pseudomonas aeruginosa.

Las colonias propias de este microorganismo son alargadas y planas con el centro
elevado, brillo metalico, aspecto gelatinoso y viscoso; especialmente en zonas de mayor
crecimiento. Sin embargo, existen numerosas variaciones, cuando crecen formando

biofilms; después de que hayan estado expuestas a estrés medioambiental, por la



presencia de antibiéticos o durante infecciones cronicas de las vias respiratorias. Exhiben
un caracteristico color verde brillante, gracias a la produccién de los pigmentos
piocianina, de color azul y pioverdina, de color amarillo fluorescente (Figura 2). P.
aeruginosa se distingue por ser parte del grupo de no fermentadores que tienen en
comun la incapacidad de fermentar lactosa, con la facultad de utilizar fuentes de carbono
y nitrégeno como acetato y amoniaco, obteniendo energia de la oxidacion de azucares
(Walker et al., 2004).

Figura 2. Microfotografia de colonias de aislamientos hospitalarios de P. aeruginosa. En agar Mueller
Hinton, 48 horas de incubacion a 28 °C. Tomado Merino, 2007.

3.1.1. Taxonomia

El estudio taxondmico del género Pseudomonas ha presentado diferentes variaciones desde
su descubrimiento hasta un reajuste de especies en los ultimos afios. En un comienzo, las
bacterias fueron asociadas con base en su morfologia por Ferdinand Cohn. Sin embargo, con
el transcurso de los afos, esta clasificacion fue modificada a rasgos mas fisioldgicos y factores
de patogenicidad; todo ello con la finalidad de obtener una clasificaciéon mas precisa. Fue asi,

que Stainer propuso una nueva clasificacion taxonémica del género basandose en el perfil
metabdlico de 267 especies sobre 146 metabolitos, lo que sumado con los ensayos de
identificacion mediante ADN vy la hibridacion ADN-ADN ayudo a dilucidar la clasificacion

fenotipica. Finalmente, Palleroni en 1973 reporta la clasificacion genotipica y division del



género Pseudomonas apoyado en la secuenciacion de la subunidad 16S del ARNr (Palleroni,

1981).

El género Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae que incluye otros géneros
como Azomonas, Azotobacter, Cellvibrio, Mesophilobacter, Flavimonas y Rugamonas. La
familia se encuentra a su vez en el orden Pseudomonadales, en clase Gammaproteobacteria,

siendo del filo Proteobacteria y dominio Bacteria (Peix et al., 2009).

Clase Gammaprotecbacteria

Familia
Pseudomonadaceas
Fseudomonas
Giémera

Fsepdomonadales
Orden

Protesbactens
Filo
Bactena
Dominio

Figura 3. Taxonomia de Pseudomonas.

3.1.2. Distribucion

Los miembros del género Pseudomonas muestran una notable variabilidad metabdlica y
fisiologica, lo cual contribuye a la colonizacion de diversos habitats terrestres y acuaticos;
puede llegar a mantenerse de manera eficaz en el agua y en el suelo viviendo con un

requerimiento nutricional minimo y soportando diversos medios fisicos; ademas de crecer



con temperaturas que oscilan entre los 20 y 43° C. Son de gran interés por su
importancia en las enfermedades de las plantas y los seres humanos, ademas de su

potencial de crecimiento en aplicaciones biotecnoldgicas (Figura 4) (Palleroni, 1992;

Mark et al., 2011).

Erlrmeedeiendvin

Interaccionss de

S jplarnitas
TR B P
;.l.m Padspren buraen
el :‘;$ Colonizacion
L
Ambisntes
-';'l'lm rm"‘“ n-r-rrm':-l
) g o hwas
F:‘:-“ P Epwwmiar r
P g - P pwicle
Contaminantes
Antibioticos
| savgToE
By
T S * pukin
P e o
" FezmananT F siien
| J———— = Ay
P patica

Compelancia
microbiana

Ll bt v aril ab s
nuirisntes

Figura 4. Entornos abioticos y biéticos que ha llevado a la evolucion de diferentes rasgos y estilos de
vida de las diferentes especies de Pseudomonas. Adaptado Mark et al., 2011.

3.1.3. Epidemiologia

Pseudomonas aeruginosa constituye uno de los patdgenos oportunistas de mayor
frecuencia de aislamiento en los diversos procesos infecciosos; es reconocida como uno
de los grandes problemas de salud a nivel mundial, siendo responsable

aproximadamente del 10 al 15% de las infecciones nosocomiales o IAAS (Gellatly,



2013). Las principales variaciones de Pseudomonas estan relacionadas con el tipo de
hospital, area geografica, servicio, tipo de pacientes, patron de uso de antibidticos o
dependiendo de la epidemiologia de cada hospital. De igual modo, su mortalidad oscila
entre 35%-70%, segun la localizacion de las infecciones y prondstico de la enfermedad.
(Hernandez et al., 2018).

Segun la OMS, cada ano ciento de millones de pacientes en todo el mundo, tratados en

centros hospitalarios, ambulatorios o de consulta externa se ven afectados por las IAAS;

Estas infecciones se atribuyen principalmente a la adquisicion del microorganismo en
pacientes sometidos a ventilacion mecanica, tratamiento antibiético, quimioterapia o
cirugia. No obstante, existe una pequena proporcion de individuos que albergan P.
aeruginosa desde la comunidad y pueden servir como fuente de infeccién grave. Hasta
un 7% de individuos sanos pueden ser portadores; en la garganta, mucosa nasal, piel y
hasta un 24% en las heces (Berthelot et al., 2001).

Pseudomonas aeruginosa es considerada la segunda causa de neumonia (17%), la
tercera de infeccidn de tracto urinario (7%), la cuarta de infeccion de herida quirurgica
(8%) vy el quinto patégeno mas frecuente en muestras de cualquier procedencia (9%)
(Solh, 2019). Las causas de estos brotes son diversas, han sido relacionadas con
transmision  cruzada por debilidades en los procesos de limpieza, desinfeccion,
aislamiento hospitalario y por ultimo contaminacion de medicamentos, desinfectantes o
dispositivos (INS, 2020).

Para el afio 2018 en Estados Unidos la prevalencia de P. aeruginosa multirresistente
como causa de IAAS estuvo asociada a 32.600 casos de personas hospitalizados, de los
cuales se estima la muerte de 2.700 pacientes. Segun datos de US Center for Disease
Control and Prevention (CDC, 2019).

En el caso de Centroamérica en el ano 2019 se reportaron los casos de brotes por
infecciones de herida quirdrgica causada por Pseudomonas resistente a antibiodticos
carbapenémicos, productora de una metalo-beta-lactamasa en 20 pacientes provenientes
de Estados Unidos (OMS, 2019).



Entre el periodo de 2016 al 2019 en Colombia se ha visto un fortalecimiento en mas del
60% de la notificacion de brotes de infecciones y alta frecuencia de multirresistencia de
este microorganismo; entre ellos un total de 333 casos relacionado; de los cuales el 27%
fueron asociados a P. aeruginosa (92 casos), seguido de C. auris (56 casos), y A.
baumanii (47 casos). Estos microorganismos han sido los de mayor reporte en afios
anteriores (INS, 2020).

Actualmente la OMS reporté su primera lista de “Patdgenos prioritario” resistentes a los
antibidticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la
salud humana (Tabla 1), (OMS, 2017). En esta lista se hace especial énfasis en la
importancia de las resistencias desarrolladas por bacterias Gram negativas, entre las
que se destaca P. aeruginosa resistente a los carbapenémicos, incluida en la categoria

de “prioridad critica”.

Tabla 1. Lista de “patdégenos prioritarios” resistentes a los antibiéticos.
vancomicina.

Staphylococcus aureus,
resistente a meticilina y/o
vancomicina.

Helicobacter pylori, resistente a
claritromicina.

Acinetobacter
baumannii, resistente a
carbapenemes. L
penicilinas
Pseudomonas
aeruginosa, resistente
Streptococcus
Ente.rococculs pnuemoniae,
faecium, resistente a resistente a
cefalosporinas de 3° resistente a
Enterobacteriaceae, generacion. fluoroquinolonas.

a carbapenemes. .
resistente a

carbapenemes y/o Campylobacter spp, Salmonellas spp,



resistentes a resistente a Haemophilus influenzae,a

fluoroquinolonas. cefalosporina de 3° resistente a fluoroquinolonas.
generacion y/o ampicilina.

Neisseria fluoroquinolonas. (OMS, 2017)

gonorrhoeae, Shigella spp, resistente

3.1.4. Inmunopatogenecidad

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo predominante en el entorno
hospitalario, la mayoria de las infecciones son atribuidas con las defensas del huésped
que se encuentran comprometidas; se incluyen pacientes con quemaduras graves,
diabetes, cancer, trasplantes de o6rganos o inmunodeficiencias adicionales. Este
microrganismo es capaz de colonizar de manera oportunista a pacientes con fibrosis

quistica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Collen et al., 2018).

En el caso del desarrollo de una infeccion bacteriana pulmonar, P. aeruginosa primero
debe superar las respuestas de defensa innatas del huésped. Las células caliciformes,
ciliadas, basales y neuroendocrinas recubren el epitelio de la mucosa de las vias
respiratorias superiores y ayudan a una extensa escalera mucociliar para defenderse de
las particulas y los organismos. Las mucinas protegen el epitelio con las

inmunoglobulinas secretadas por células plasmaticas, que opsonizan las materias



extranas. Las enzimas Pa4s0 desintoxican los xenobioticos en todo el pulmén. En la luz
alveolar, los macréfagos se encargan de limpiar regularmente los desechos, el
surfactante y los microorganismos para mantener la distensibilidad pulmonar y proteger

el epitelio (Figura 5) (Esser and Rannug, 2015).
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Figura 5. Respuesta del huésped a la infeccion de las vias respiratorias por Pseudomonas.
Adaptado Gellatly and Hancock, 2013.

Durante el proceso de infeccién, P. aeruginosa usa 3-oxo-C12-HSL para modular el
estado de activaciéon de las células mieloides. Los factores de virulencia elastasa y
proteasa alcalina degradan las opsoninas. ExoA y piocianina inducen apoptosis, ademas
de afectar la ingestion de células apoptéticas por macréfagos; este mecanismo de
respuesta del microorganismo es provocado por macréfagos, neutrofilos, anticuerpos y

el surfactante proteina-A frente al proceso infeccioso (Collen et al., 2018).

En el caso de la respuesta inmune adaptativa los antigenos de P. aeruginosa en el
pulmén  son captados, procesados y presentados a subconjuntos de células T
principalmente por las CD. Estas células presentadoras de antigenos, como las células B
y los macréfagos, también pueden realizar esta funcién. Las células epiteliales atipicas
llamadas células de micropliegue (M) y las ILC3 también pueden presentar antigeno e
interactuar con subconjuntos de células T. La activacion de las células T ocurre
principalmente en los ganglios linfaticos, pero también puede ocurrir en el BALT, donde
se generan distintos subconjuntos (células T auxiliares tipo Th22, Th17, reguladoras T.

Los estudios en animales demuestran el efecto de las citocinas Th1, como el IFN-g y la
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IL-18, en respuesta a la infeccidon pulmonar por P. aeruginosa, donde una respuesta Th1

altera el aclaramiento bacteriano en el pulmon (Collen et al., 2018).

3.1.5. Factores de Virulencia

La capacidad que tiene P. aeruginosa para causar un amplio margen de infecciones
radica en la gran variedad de factores de virulencia que posee (Figura 6). Ademas de
poder modular su potencial de virulencia en medios hostiles, por medio de transferencia

horizontal de grupos de genes conocidos como islas de patogenicidad.
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Figura 6. Estructura y biologia de Pseudomonas aeruginosa con respecto a las interacciones con
el hospedador. (1) Adherencia al huésped a través de flagelos (2) Sistemas de secrecion (tipo I, II, 1lI, V
y VI). (3) Proteinas de membrana (4) Moléculas de deteccion de quérum (QS) (5) Bombas de salida, B
lactamasas y porinas. Tomado Collen et al., 2018.
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Estos factores se encuentran asociados en dos grupos: Factores de patogenicidad
asociados a la célula bacteriana y factores de patogenicidad secretados (Tabla 2) (Paz et
al., 2019).

Tabla 2. Factores de virulencia de P. aeruginosa. Adaptado Zarza et al., 2019.

FACTORES GENES O PROTEINAS INVOLUCRADAS

Asociados a la célula bacteriana

Flagelo FIiC, FIiD
Pili (Tipo 1V) PilA, PilB, PIIT, PilU
Proteinas de membrana LecA, LecB, LPS
Secretados

Asociados a la formacion de biopelicula PelA-PelG, Psl, Alginato Efectores SST2
*LasA, LasB

Efectores SST3 *ExoA, ExoS, ExoT, ExoU, ExoY
Efectores SST5 *EstA

Pigmentos Piocianina
Efectores quorum sensing LasIR, RhIIR, rhlAb, hcnABC, chic

*SST2, sistema de secrecion tipo 2; SST3, sistema de secrecion tipo 3; SST5, sistema de secrecion tipo 5.

3.1.5.1. Factores de Patogenicidad Asociados a la Célula Bacteriana

3.1.5.1.1. Pili y Flagelo

Son unas de las principales adhesinas que estan involucrada en la unién a las células del
huésped. El Pili es una estructura que le proporciona motilidad, adherencia a superficies
celulares y formacion de biopelicula. A nivel genémico se han identificado cinco alelos
PIL A (grupo I-V), el mas conocido es el perteneciente al tipo IV que le otorga la
capacidad de adherirse y tener otro tipo de movilidad denominado “Swarming” (Figura 7).
El pili tipo IV incluye a las proteinas PilA, PilB, PilT y PilU; Las ultimas dos actuan como
proteinas motoras, asi como para la transduccion de energia quimica ATP en mecanica,
a través de la polimerizacion y despolimerizacion de PilA (Yang et al., 2017). Este pili IV

en conjunto

con dos lectinas solubles, LecA 'y LecB presentes en la membrana exterior de la bacteria
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intervienen en la adhesion hacia las células del hospedero, provocando dafio y
diseminacién del patdégeno, participando de su supervivencia y la formacién de
biopelicula (Al-Wrafy et al., 2016; Persat et al., 2015).

SWARMING

FLAGELOS

Figura 7. Esquema representando uno de los tipos de movilidad que puede realizar las P.
aeruginosa sobre superficies. Swarming es el movimiento multicelular de bacterias sobre una
superficie y esta impulsado por el flagelo rotando helicoidalmente. Adaptado Pallaval et al., 2019.

El flagelo de P. aeruginosa incluye la proteina flagelar FIiD, que le otorga a la bacteria la
habilidad de adherirse o fijarse en la mucosa de las vias respiratorias. Asi mismo, es
probable que esta proteina esté involucrada en la mediacion inicial de la interaccién con
la superficie de la via aérea uniéndose con el glicoesfingolipido asialo M1 (aGM1) de las
células epiteliales. Esta bacteria también cuenta con la proteina flagelar FliC, factor
fundamental que desencadena la secrecion de péptidos antimicrobianos por el sistema
inmune, liberacion de trampas extracelulares mediadas por neutrofilos (NET's) (Rada,
2017).

Recientemente se ha evidenciado que el flagelo también esta implicado en la resistencia
frente a la accidn litica de las proteinas surfactantes del pulmén. La carencia de un
flagelo estructuralmente completo podria afectar la integridad de la membrana externa
siendo el microorganismo mas susceptible a las proteinas surfactantes (Zhang et al.,

2007).
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3.1.5.1.2. Proteinas de Membrana

El componente principal de la membrana externa de P. aeruginosa es el Lipopolisacarido
(LPS), el cual contribuye a mantener la integridad celular de la misma. Este componente
esta formado del lipido A, el nucleo o Core y el antigeno O (Figura 8); siendo este ultimo
esencial para la virulencia del microorganismo, ademas de permitir que P. aeruginosa
pueda diseminarse de forma sistémica y actuar como receptor de bacteridfagos
(Chaturongakul and Ounijai, 2014). EI LPS contribuye a la patogénesis de las infecciones
por P. aeruginosa y esta involucrado en la interaccion con receptores celulares o

componentes humorales del huésped.

El peptidoglicano, otro componente de la estructura de la membrana, se encuentra
ubicado justo debajo de ella. Este copolimero esta formado por muropéptidos que activan
el dominio de oligomerizacion de unidn a nucleotidos del receptor inmune innato
intracelular (NOD) -2 (55). NOD-1; sin embargo, responde principalmente a un
muropéptido unico que se encuentra en bacterias gramnegativas, debido a que TLR-4 y
NOD-1 son especificos de las bacterias gramnegativas e inducen sefales celulares

sinérgicas (Collen et al., 2018).
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Figura 8.
Esquema de la estructura quimica general del LPS de P. aeruginosa. Los LPS “rugosos” solamente
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presentan lipido A y nucleo, mientras que los LPS “lisos” presentan los tres componentes tipicos: lipido A,
nucleo y antigeno O. Los pentagonos representan monosacaridos, los circulos y las cadenas rojas
representan grupos fosfato y cadenas de acidos grasos, respectivamente. Adaptado Martinez, 2014.

3.1.5.2. Factores Asociados a la Formacion de Biopeliculas

De los factores de virulencia secretados, P. aeruginosa tiene la capacidad de producir
una capsula extracelular de alginato, un polimero linear de acido manurénico y acido
glucurénico. Este microorganismo tiene la habilidad de formar dos tipos de biopelicula;
“plana o inicial” y “estructurada o madura”. La primera se caracteriza por presentar una
mezcla uniforme de bacterias en la superficie, se inicia cuando el microorganismo se
adhiere a la superficie tisular y genera la formacién de microcolonias; la segunda
presenta agregados celulares inmersos en la matriz de la biopelicula, separada por
canales o espacios (Kirisit et al., 2006).

La biopelicula presenta una caracteristica importante; su matriz esta formada por
diferentes factores secretados, entre ellos: los polisacaridos Pel y Psl, quienes actuan
como como “pegamento molecular’, formando uniones célula-célula y célula-superficie.
Ademas de jugar un papel fundamental en la etapa inicial de formacion del biofilm y en el

mantenimiento del mismo (Ma et al., 2006).

Por otro lado, el alginato, ADN extracelular y distintas proteinas como las fimbrias
reguladas por los grupos de genes: CupA, CupB y CupC, asi como las proteinas de
membrana LecAy LecB (Figura 9) (Kirisit et al., 2006).
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Matriz del Biofilm en P aeruginosa

Polisacaridos Pel . 000SSags

Polisacaridos Psl —— L (\\
Alginato — =% L
Lectinas LecAy LecB —

DMA extracelular (eDNA) WP AT
Fimbrias Cupa, CupB y CupC “‘-::l'f. =

_ © 4

= [ — —
Adherencia Biofilm inicial Biofilm maduro o
bacteriana o plano estructurado

Figura 9. Proceso de formacién de la biopelicula en Pseudomonas aeruginosa. La adherencia bacteriana
permite la formacién de la biopelicula plana. La biopelicula madura se establece cuando el agregado bacteriano
genera la matriz mediante la produccion de factores secretados. La produccién de la matriz se basa en los
polisacaridos Pel y Psl, la proteina alginato y lectinas como LecAy LecB. Adaptado Zarza et al., 2019.

3.1.5.2.1 Sistema de Secrecion de Toxinas

Como parte de los factores de virulencia secretados, la bacteria posee el sistema de secrecion
de toxinas (SST); entre ellos I, Il, lll, V y VI. El sistema de Moléculas de secrecion tipo | (T1SS)
es el responsable de liberar toxinas tipo proteasa alcalina en los espacios extracelulares,
permitiendo la inhibicion de la formacion de fibrina. El sistema de moléculas de secrecion tipo Il
(T1SS) tiene la funcion de segregar proteinas precursoras con efecto citotoxicos y mediar la
inflamacion como la fosfolipasa C, exotoxina A, proteasa tipo IV y elastasa; para esta ultima la
produccion de LasA y LasB estan reguladas por el sistema de “Quorum sensing”. La elastasa

LasB es capaz de degradar el colageno y algunas proteinas ausentes de colageno,
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favoreciendo la propagacion de la infeccion y a su vez destruyendo las barreras fisicas;

ademas de inhibir la quimiotaxis de los monocitos (Al-Wrafy et al., 2016).
El tipo 11l (SST3) es el mecanismo principal de patogenicidad asociado a la secrecion de

toxinas que tiene P. aeruginosa; a través de este sistema se secretan toxinas importantes



como: ExoT, ExoS, ExoU y ExoY, las que pueden llegar a inducir apoptosis (Figura 10) (Benett
etal., 2014).
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Figura 10.

Estructura del sistema de secrecidn tipo 3 en P. aeruginosa, junto con las proteinas efectoras (ExoU,
ExoS, ExoT Y ExoY). Adaptado Naito et al., 2017.

No obstante, para que se pueda realizar la segregacion de estas proteinas efectoras se
requiere de unas chaperonas que permitan su liberacion en el citosol. SpcS es usada
para la secrecion de ExoS y ExoT; SpcU se responsabiliza del paso de ExoU y para
ExoY no se ha demostrado chaperonas (Shen et al., 2008).

La proteina efectora ExoU puede causar la muerte celular o provocar una lesion
epitelial alveolar y necrosis en macréfagos. En el caso de ExoS evita que la bacteria no
pueda internalizarse en algunas células en especifico, confiriéndole un papel
importante en la prevencion de la fagocitosis; ExoT presenta funciones similares a
ExoS. Por ultimo, esta la proteina efectora ExoY que puede generar la ruptura del
citoesqueleto de actina de la célula y aumentar la permeabilidad endotelial (Sayner et
al, 2004).
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El sistema de secrecion tipo V (SST5) también denominado sistema auto transportador,

es una maquinaria macromolecular presente en varios factores de virulencia que



provocan lisis de las células eucariotas y que tienen un rol en la producciéon de

biopelicula y adherencia celular (Al-Wrafy et al., 2016).

3.1.5.2.2. Quérum Sensing

Controla el comportamiento entre bacterias, a través de distintas vias de senalizacion,
ademas de permitirle regular una gran variedad de procesos biologicos. Cada uno de
estos procesos regulan la expresion de un conjunto de genes de virulencia, activados
como respuesta a unas moléculas de sefalizacion (autoindicadores) (Figura 11). En el
caso de P aeruginosa el QS desempefia un rol importante en su supervivencia y
colonizacion, mediante la coordinacién de mecanismo en la etapa de infeccidn (Steven
et al., 2012).
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Figura 11. Quorum sensing (QS) en P. aeruginosa. La 3-OC12-HSL producida por la sintasa Lasl
interactua con el regulador transcripcional LasR que regula lasl, lasB, vgsR y pgsH. 3-OC12-HSL también
interactia con el regulador transcripcional huérfano huérfano QscR para reprimir la expresion de Lasl.
PgsH produce la sefial de quinolona PQS que se transporta entre las células a través de vesiculas de la
membrana externa. PQS induce la expresion del gen RhIR, cuyo producto induce la expresion del gen
RhIl sintasa, asi como varios otros factores de virulencia cuando es inducido por la sefal Cs-HSL.
Adaptado Ramsey et al., 2009.

P. aeruginosa presenta dos sistemas QS principales (Lasl y Rhll) que impulsan la

produccion y la deteccion de las moléculas de senalizacién autoinductoras N- (3-



oxododecanoyl) — L homoserina lactona (3-oxo-C12-HSL) y N-butanoil-Lhomoserina

lactona (C4 HSL), respectivamente (Rasamiravaka and Jaziri, 2016).

En el sistema, la molécula difusible 3-oxo-C12-HSL se activa e interactua con los factores
de transcripcion LasR, cuando alcanzan una concentracién umbral putativa en el entorno
celular. Esta interaccion conlleva al aumento de la expresion de Lasl y genera la
produccion de factores de virulencia que incluyen elastasa LasB, proteasa LasB, proteasa
alcalina Apr y exotoxina A (Figura 12). Simultaneamente, la interaccion de C4-HSL con
factores de transcripcion RhIR aumenta la expresion de Rhll y mejora la produccion de
ramnolipidos, piocianina, elastasa LasB, cianuro de hidrégeno vy lectinas citotoxicas. Un
tercer sistema QS, basado en la liberacion de una 2-heptil-hidroxi-4-quinolona,
denominada sefial de Pseudomonas quinolona (PQS), interaccionan con los sistemas de

Acil-homoserina lactonas (AHL) de una manera compleja (Wilder et al., 2011).

Este metabolito secundario de P. aeruginosa se integra a los sistemas de QS en
momentos de estrés celular y actia como enlace entre los sistemas QS Las y Rhl (Figura
12). Ultimamente, se ha descubierto una cuarta sefial de comunicacion intercelular
denominada "Sistema QS integrado" (IQS), el cual utiliza una nueva clase de moléculas
de senal de deteccién de quérum (2- (2- hidroxifenil) -tiazol-4-carbaldehido). Asimismo,
regula positivamente la produccion de senales PQS y Cs4-HSL, asi como los factores de

virulencia como piocianina, ramnolipidos y elastasa (Lee et al., 2015).
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Figura 12. Sistemas
de deteccion de quérum sensing descritos en P. aeruginosa (sistemas basados en AHL (las y rhl), sistema
basado en quinolonas (PQS) y sistema IQS. Adaptado Rasamiravaka and Jaziri, 2016.

3.2. Formacion de Biofilms en Pseudomonas aeruginosa

Son diversas las areas y superficies donde se pueden generar colonizacion por el
crecimiento de biopeliculas bacterianas. Siendo las asociadas a la Atencién en Salud una
de las causas mas concurrentes en la proliferacion de este tipo de mecanismo que a nivel
hospitalario comunmente son aisladas de catéteres y stents intravenosos (Tacconelli, et
al., 2009).

Los microorganismos en las biopeliculas son mantenidos unidos por una matriz de
biopolimero autoproducida. Esta matriz contiene polisacaridos, proteinas y ADN propios
del microorganismo; siendo de vital importancia debido a que proporciona estabilidad
estructural y proteccion a la biopelicula (Costerton et al., 2003).

El desarrollo de la biopelicula inicia con bacterias que se adhieren de forma reversible a
una superficie, la cual puede estar cubierta por una capa por lo general de proteinas. En

esta etapa, las bacterias siguen siendo susceptibles a los antibioticos; para el siguiente
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paso se da la union irreversible a la superficie, en las proximas horas y la multiplicacion
de las bacterias, quienes tienden a formar microcolonias en ella (Figura 13) (Tartakovsky
and Guiot, 2004).

La biopelicula crece y en esta etapa, muestra una tolerancia maxima a los antibioticos.
Posteriormente, sigue una etapa donde las areas focales de la misma se disuelven y las
células bacterianas liberadas se pueden propagar a otra ubicacion donde se pueden

formar otras biopeliculas.

Figura 13. Ciclo de vida de la biopelicula de P. aeruginosa. En el estadio |, las bacterias plancténicas
inician la unidon a una superficie abiotica, que se vuelve irreversible en el estadio Il. El estadio IlI
corresponde a la formacion de microcolonias. El estadio 1V corresponde a la maduracién de la biopelicula
y el crecimiento de la comunidad tridimensional. La dispersién ocurre en el estadio V y las bacterias
plancténicas que se liberan del biofilms para colonizar otros sitios. Adaptada Tartakovsky and Guiot,

2004.
3.3. Blancos Moleculares Asociados a la Patogenicidad de Pseudomonas aeruginosa.

Actualmente se realizan estudios enfocados a las dianas o blancos moleculares de P,
aeruginosa como estrategias de inhibicion que puedan contribuir en el tratamiento de

infecciones resistentes a este microorganismo (Tabla 3).
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Tabla 3. Blancos moleculares de P. aeruginosa y sus inhibidores. Adaptado Mohd and

Asad, 2018.

BLANCO INHIBIDOR FUENTE DESCRIPCIONIR TR N ke R AT R

Bacteriocina Plantaricina DL3

Crisofanol
Nodaquenetina

Shikonin

Antibiofilm
Emodina
Fraxin
-Viniferina (dimero de resveratrol)
(z) -5-octilidenotiazolidina-2,4 diona (TZD
C8)

Compuesto 4
Flavonoides

N- (2-30 prymidil) butanamida (C11)

N-decanoil ciclopentilamida
QS Inhibidores Bombas de

Suan-tsai (repollo chino fermentado)

Rheum palmatum L Rheum officinale Baill
Peucedanum decursivum (Miq). Maxim
Lithospermum

erythrorhizon Sieb.

Rheum palmatum L Fraxinus chinensis Roxb.

Carex pumita
Syntethic

Sintético
Metabolitos secundarios vegetales

Sintético

Sintético

proteinas.

Anti-biofilm
Anti-biofilm
Anti-biofilm

Anti-biofilm

Anti-biofilm
Anti-biofilm
Anti-biofilm
Fuerte inhibicion de la formacion de
biopeliculas

Inhibe la produccion de piocianina
Suprime la produccién de factores de
virulencia y la formacion de biopeliculas

Inhibe la formacién de biopeliculas, regula
negativamente los genes reguladores las y rhl
QS y los genes rhlAy lasB

Inhibe la expresion de lasB y lacZ y rhlA-lacZ,
la produccion de piocianina, elastasa y

Produccion bacteriana de moléculas bioactivas ramnoh’pidos y la formacion de biope||'cu|as
que afectan la activacion del gen autoinductor Reduce la expresion del gen QS

de una célula vecina, la estructura o las
interacciones de union al receptor.

Azitromicina

3-NH2-7CI-C9-OZN

Sintético

Metabromotiolactona (mBTL)

o-glicerol
Me

Antibiético
Sintético

Aceite de jengibre Sintético

Inhibe la sefalizacion de alquilquinolonas (AQ)

LasR y RhIR inhibidos
parcialmente por mBTL, inhiben la
produccion de piocianina y la
formacion de biopeliculas.

Reduce la formacion de
biopeliculas y el factor de
virulencia.

Inhibidor competitivo de MvfR

mediante la biosintesis de AQ
antogonizante, la expresion de
genes de virulencia, la produccion
de piocianina y el desarrollo de

biopeliculas.

Eflujo Phe-Arg-naftilamida (PABN o MC-207) Sintético Inhibidor de la bomba de eflujo MDR (bomba de eflujo RND)

LasB N-mercaptoacetyl-Phe-Tyr-amide Sintético Policarbonatos

funcionalizados con

Otros
guanidinio.

Siderdéforos (Hierro)

Sintético

Bloquea la accion de lasB, reduce el

crecimiento de biopeliculas.

Actividad antibacteriana contra varios patdgenos, incluido P.

aeruginosa.

Marcaje de pioquelina o ) ¢
pioverdina con un antibiético o unmetabolismo del hierro de P.
i6n metalico inactivo redox como aeruginosa.

el galio, que interfiere con el
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3.3. Fitocompuestos con potencial inhibicién del Quérum Sensing en P. aeruginosa

La busqueda de metabolitos secundarios obtenidos a partir de extractos naturales se ha
evidenciado por el interés creciente en la funcién bioldgica, los roles curativos y su papel en
la regulacién de las interacciones con microorganismos; ldentificandose una variedad de
moléculas derivadas de plantas o hierbas medicinales, asi como los mecanismos
subyacentes en la funcion de inhibicién del QS. Hasta el momento se han descrito cuatro
estrategias para llevar a cabo su control; Inhibicién de la produccién de la seial,
antagonismo de la molécula sefal en su unién al receptor de la familia LasR, degradacion

de las senales y captura de las sefales (Lu et al., 2019).
3.3.1. Inhibicion de la producciéon de la seial

Las AHLs son obtenidas por proteinas tipo Lasl, a partir de derivados de acidos grasos
conjugados con la proteina transportadora de grupo acilo (acil-F-ACP) y un anillo de
homoserinalactona, que proviene de la S-adenosilmetionina (SAM). La obtencién se origina
con un ataque nucleofilico sobre el carbono carboxilico C-1 de la molécula acil-ACP por parte
del grupo amino de SAM, seguido por la lactonizacion de SAM que resulta en la formacion
del anillo y la posterior liberacion de la AHL (Figura 14); Entre los compuestos que presentan
este mecanismo de accidon se han identificado, la N- (heptilsulfanilacetil) -L-Homoserina
Lactona del extracto de Allium sativum, flavonoide flavan-3-ol-catequina de Combretum
albifloram, quercetina, hordenina y partenolidos como inhibidores de la regulacidén de genes
Lasl, LasR, Rhll, RhIR y por ende de la expresion del auto inductor AHL (Lu et al., 2019).

A



Figura 14. Biosintesis AHL. Tomado de Lu et al., 2019.
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3.3.2. Antagonismo de la molécula sefal en su unién al Receptor

Las AHLs actuan uniéndose directamente a los receptores LasR, de tal manera que el
complejo asi formado, LasR /AHL activa o reprime multiples genes diana generando un
circuito de autoinduccion positiva (Vipin, 2015). Algunos metabolitos que actian como
antagonistas de la AHL, son compuestos azufrados; la Iberina (1) aislada de los extractos
del rabano picante y el Ajoeno (2) del ajo (Figura 15). Estos productos naturales inhiben el
sistema de QS de Pseudomonas aeruginosa en uno o en los dos sistemas Las y Rhl,

compitiendo con las AHLs por la unién a LasR o RhIR (Jakobsen et al., 2012).

A

R1 R2
Compuesto R1 R2

1 Iberina - CH;- CH,—- N =S
2 (Z) Ajoeno - CH=CH,-CH,-CH=CH-S-S—-CH=CH:22 (E) Ajoeno - CH=CH,-
CH,-CH=CH-S-S-CH=CH:

Figura 15. Moléculas inhibidoras del QS aisladas del rabano picante y ajo.

3.3.3. Degradacién de la Senal AHL

Se ha evidenciado la existencia de plantas y microorganismos con capacidad de producir
enzimas que permitan degradar la seial de AHL de P aeruginosa; las lactonasas
encargadas de abrir el anillo de lactona y las amidasas que cortan la AHLs en el enlace

amida liberando la unidad de acido graso (LaSarrea et al., 2013).

3.3.4. Captura de la Seial AHL

Este mecanismo esta basado en que la comunicacién celular no se produce cuando se
mantiene la concentracion de la seial del autoindicador por debajo del umbral, es decir, que

una molécula que pueda capturar la AHL generaria una inhibicion del QS en P. aeruginosa.



Sin embargo, existe poca informacién de metabolitos secundarios que tengan la funcién de
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capturar la molécula de senalizacion; No obstante, el empleo de estructuras

macromoleculares como las ciclodextrinas, son consideradas potencial agente interceptor

por su capacidad de formar complejos (lkeda et al., 2002)

En la Tabla 4 y 5 se describen e ilustran los compuestos o extractos de plantas estudiados

con sus respectivos mecanismos moleculares en los efectos Anti-biofilm en P. aeruginosa.

Tabla 4. Extractos naturales y sus mecanismos moleculares Anti-biofilm. Adaptado Lu

et al., 2019.
MECANISMO DE|
ACCION EFECTO ANTI-BIOFILM ILUSTRACION *
EXTRACTOS DE JPLANTAS

biopeliculas y reduccion
de la produccion de
exopolisacaridos.

Extracto Herba patrinia

Genes asociados a la
biopelicula

Inhibicién de la
formacion de A

Chamaemelum nobile No investigado Inhibicion del Swarming
Extracto de flores de
y formacién de biofilms.

Inhibicion de la
de la capacidad de
Swarming, swimming y
twitching.

Extracto etandlico de
hoja de P. betle
(PbLE)

Piocianina
produccion de
piocianina y reduccion

A



* Tomado de Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Disponible https://tropicos.org/home

Tabla 5. Agentes Anti-biofilm naturales y sus mecanismos moleculares.

Metabolitos|

Mecanismo / Jobjetivos

moleculares

Efectos Anti-biofilm TiPo de

Los perfiles de AHL sintetizados por
Pseudomonas en medio
suplementado con las
concentraciones de carvacrol se
analizarén con un cromatégrafo de

2-methyl-5-propan-2- ylphenol (Carvacrol)
Timol

(Thymus vulgare) HOJAS DETOMILLO

Hordenina
(Hordeum
vulgare)
CEBADA

Genes relacionados QS



Genes relacionados QS
Inhibicién de la produccién de autoinductores de deteccion de quérum (AHL), la motilidad, la expresion del gen del flagelo (flgA) y la capacidad de
formacion de biofilms.

MIC (2.0 uL/ml)

Fenotipos bloqueados controlados por QS como la formacién de biopeliculas y factores de virulencia reducidos.

MIC (0,5 - 1,0 mg/mL)
Monoterpenoide Alcaloide

liquidos equipado con un detector DAD acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion y tiempo de vuelo (TOF) (Agilent 6224) con una
fuente ESI.

El carvacrol y timol suprimieron significativamente la motilidad bacteriana y redujeron el nivel de ARNm del gen del flagelo. Los cambios en la
expresion del gen flgA relacionado con la AHL inhibieron significativamente la formacién de biopeliculas en superficies de acero inoxidable y sélo se
presentaron células bacterianas individuales en las superficies.



Se evaluo la actividad inhibidora del QS de la hordenina contra el patdgeno de origen alimentario P. aeruginosa, en concentraciones que van de 0,5 a
1,0 mg/mL inhibiendo los niveles de AHLS.

La interrupcion de los biofilms preformados, evaluados mediante microscopia electrénica de barrido y microscopia confocal de barrido laser (CLSM).

Inhibicién de la produccién de factores de virulencia extracelulares relacionados con el QS de P. aeruginosa PAO1. Ademas, del analisis cuantitativo
de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real demostré que las expresiones de los genes relacionados con él QS, Lasl, LasR, Rhll'y
RhIR, se suprimieron significativamente.

A

(Myszka et al., 2016)

(Zhou et al., 2018)
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Quercetina (Centella asiatica L)
Lasl, LasR, Rhll y RhIR
Inhibicién de la formacién de biopeliculas y la produccién de factores de virulencia.

MIC (300mg/mL)



Expresion de genes relacionados con QS inhibidos que incluyen Lasl /

Flavonol

Se determiné el posible mecanismo de accién inhibitorio de QS sobre la actividad autoinductora, mediante la mediciéon de AHLS utilizando el
biosensor de P. aeruginosa PAO1.

El Extracto de Centella asiatica redujo la produccion de piocianina de PAO1 en un 80% cuando se administré a una concentracion de 300mg/mL, la
produccién de proteasa y formacion de Biofilms a concentraciones de 100-
400mg/mL.

En el estudio realizado observé una disminucion significativa de los factores de virulencia y de la formacion de biofilms cuando se traté con la
concentracion sub-MIC (1mM) de Partendlido.

| 5n génica mostraron la regulacion de la sintasa autoinductora (Lasl, Rhll), asi como de sus receptores (LasR y RhIR), con una
I asR en un 57% en comparacién con el control. Los estudios de microscopia fluorescente asociados a la biopelicula tras la

ﬁ (Vasavi et al., 2016)

Partendlido Lasl, Rhll, LasR, RhIR y

la sustancia polimérica
extracelular
LasR y Rhil / RhIR y sustancia polimérica extracelular regulada negativamente.

Sub-MIC (1mM)

Lactona

sesquiterpinica

tincion con FITC-ConA'y yoduro de propidio mostraron una reduccion de la produccién de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y la muerte de
células bacterianas tras el tratamiento con Partendlido.

La inhibicion del QS por el Partendlido se validé estudiando las interacciones moleculares entre el LasR y el Partendlido. El analisis de acoplamiento

molecular in silico del Partendlido con la proteina reguladora del QS revel6 que se une al dominio de unién al ligando (LBD) de LasR muy
fuertemente cuando se compara en términos de energia de unién con el ligando nativo 3-oxo-C12 HSL.

A

(Kalia et al., 2018)
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Flavonoide
flavan-3-ol
catequina

(Combretum
albifloram)

(2E)-3-Phenylprop 2-enal
(Cinnamaldehido) (Cinnamomun sp) CANELA

2-Methoxy-4-(prop-2- en-1-yl) phenol
(Eugenol)

(Syzygium

aromaticum)

CLAVO

Regulacién de genes Lasl, LasR, Rhll, RhIR



La unién a receptor de tipo LuxR de tipo LuxR y/o
interaccion con la
sintasa de tipo Luxl| (Lasl)

Unién a proteinas
de tipo LuxR (LasR)

Regulacion de los genes de las AHL sintasas (Lasl y

Rhll); interaccién

con la sintasa de

tipo Luxl.

Expresion de genes relacionados con QS inhibidos que incluyen Lasl / LasR y Rhll / RhIR.

Inhibicién de los factores de virulencia regulados por QS (proteasa, elastasa, piocianina) y formacién de biopeliculas.

Inhibicién de la biosintesis de elastasa, proteasa, piocianina y pioverdina regulada por QS.

MIC (400 pM)
Flavonoide



Fenilpropanoides Fenilpropanoides

La catequina obtenida a partir del extracto de C. albifloram tiene un efecto negativo significativo sobre la produccién de piocianina, elastasa y la
formacion de biofilms, asi como sobre la expresion de los genes regulados por QS LasB y RhIAy de los genes

reguladores clave de QS Lasl, LasR, Rhll y RhIR. El uso de biosensores basados en RhIR y LasR indicé que la catequina podria interferir con la
percepcioén de la sefial QS N

butanoil- I -homoserina lactona por RhIR, lo que conduce a una reduccion de la produccion de factores QS.

El trans- cinnamaldehido (CA) y el acido salicilico (SA) inhiben significativamente la expresion de genes reguladores y de virulencia de QS en P.
aeruginosa PAO1 a niveles sub inhibidores sin ningun efecto bactericida.

CA redujo eficazmente los sistemas las y rhl, durante la fase de crecimiento estacionario.

Factores de virulencia como la proteasa, elastasa y piocianina en un 65%, 22% y 32%, respectivamente, fueron inhibidas por el Cinnamaldehido.

El Eugenol a 400 pM redujo significativamente la formacion de biofilms en los catéteres urinarios y los factores de virulencia; incluidos los
polisacaridos extracelulares, ramnolipidos, elastasa, proteasa, piocianina y pioverdina.

/ fecto marcado sobre la produccion de sefiales de QS (Al) sin afectar su integridad quimica. En silico los estudios de
¢ n una unioén molecular estable entre el Eugenol y los receptores QS.

(Vandeputte et al., 2010)

(Ahmed et al., 2019)



(Rathinam et al., 2017)
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4. CONCLUSION

El tratamiento de infecciones asociadas a biofilms es actualmente un desafio complejo que
requiere desarrollar nuevas estrategias antimicrobianas para superar los problemas de
resistencia frente a los antibioticos; es por ello que este trabajo es una herramienta para
futuras investigaciones que estén encaminadas a identificar las interacciones existentes entre
las células, los genes implicados en la formacién y desarrollo de biofilms de Pseudomonas
aeruginosa.

La informacion tomada como base para el desarrollo de esta monografia indica la importancia
de los mecanismos de actividad Antibiofilm de las moléculas derivadas de productos naturales,
que actuan como agentes inhibitorios del Quérum sensing dependiente de autoindicadores
(AHLs). Gran parte de estos metabolitos secundarios (Terpenos, Fenilpropanoides,
Flavonoides, Alcaloides, Lactonas y Compuestos azufrados) evidencian efectos directos sobre
los genes y proteinas relacionadas con la comunicacion celular (Lasl, LasR). La estabilidad y
resistencia a la degradacion por parte del metabolismo del huésped y su facil transporte a
través

de las células hasta su lugar de accion, los hacen los candidatos ideales para futuros

desarrollos enfocados en la sintesis de nuevos farmacos.
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RECOMENDACIONES

A continuacidn, se enumeran las recomendaciones a tener en cuenta como linea base para la

estructuracidon de proyectos e investigaciones:

1. Promover los estudios a partir de compuestos naturales como alternativa para el

tratamiento de enfermedades asociadas a la atencién Hospitalaria.

2. Promover a la Universidad de Cartagena y a la Facultad de Ciencias Farmacéuticas
mantener y fortalecer las asignaturas relacionadas con el tema abordado en este

trabajo.

3. Profundizar dentro del plan de estudio asignaturas como Fitoterapeutaa, microbiologia,
botanica y biologia, para reforzar el conocimiento y el espiritu investigativo dentro de la

comunidad académica.
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