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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Efecto inhibitorio de sustancias provenientes de especies del género Piper
sobre Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista catalogada como de
prioridad critica por la OMS y esta asociada a una amplia gama de infecciones
principalmente en las unidades de cuidados intensivos (UCI). La patogenicidad de
esta bacteria estd regulada principalmente por el sistema de comunicacion
denominado Quorum Sensing (QS) que le permite controlar sus factores de
virulencia. Este sistema ha sido relacionado con la resistencia a los antibiéticos y
por ende se ha planteado su inhibiciébn a partir de sustancias provenientes de
plantas como una estrategia para el control de microorganismos resistentes. Las
plantas del género Piper se han caracterizado por tener propiedades
antibacterianas, antifingicas, insecticidas, antioxidantes y citotoxicas, sin embargo,
son pocos los estudios enfocados a la inhibicion del QS. Por lo tanto, en el
presente estudio se determind el potencial de las sustancias provenientes de
especies del género Piper como inhibidores del QS de P. aeruginosa. La
metodologia que se llevé a cabo comprendié la identificacion de algunas especies
pertenecientes al género Piper con potencial de inhibicién de QS y la formacion de
biopelicula. Posteriormente se realizdé el estudio fitoquimico sobre una de las
especies con mayor potencial de inhibicién de QS (P. pertomentellum) para aislar e
identificar algunos constituyentes quimicos bioactivos. Finalmente, se determindé la
accion de constituyentes quimicos presentes en especies del género Piper sobre la
formacion de biopeliculas y la produccion de algunos factores de virulencia
(elastasas, proteasas y piocianina) asociados al QS de P. aeruginosa. Los
resultados obtenidos permitieron identificar especies pertenecientes al género
Piper con potencial de inhibicion de QS, destacandose P. asperiusculum, P.
cumanense, P. pertomentellum, P. bogotense, P. sucrense y P. grande por

presentar porcentajes de produccion menores o igual al 50% en los ensayos de
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formacion de biopelicula o produccion de violaceina. El estudio fitoquimico
realizado sobre la parte aérea de P. pertomentellum permitié aislar e identificar una
nueva piperamida (etitembamida (C1)), junto con cuatro amidas conocidas
(tembamida (C2), cefaradiona B (C3), benzamida (C4) y tembamida (C5)). Los
compuestos identificados se reportan por primera vez para la especie y sus
estructuras estan de acuerdo con la quimiotaxonomia del género Piper. Por ultimo,
en este estudio se destaca el potencial inhibitorio de los factores de virulencia y en
la formacién de biopelicula de los compuestos con potencial multidiana que
correspondieron a amidas (C9 y C10), hidroquinonas (C8, C18 y C19) y derivados
de 4cido benzoico (C16). presentes en especies del género Piper. Adicionalmente,
con los resultados obtenidos se establecieron algunas relaciones de estructura-
actividad preliminar sobre los compuestos mas activos. Esta investigacion
contribuye a la busqueda de inhibidores de origen natural que pueden servir como
alternativa de control del QS en P. aeruginosa para reducir la resistencia
bacteriana, mediante la caracterizacion del potencial inhibitorio de sustancias

provenientes de algunas especies del género Piper.

Palabras clave:
Piper pertomentellum, piperamidas, Pseudomonas aeruginosa, Quorum Sensing.

Piper, factores de virulencia.
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Abstract

Inhibitory effect of substances from Piper species on Quorum Sensing of
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic bacterium classified as a critical
priority by the WHO and is associated with a wide range of infections mainly in
intensive care units (ICU). The pathogenicity of this bacterium is mainly regulated
by a communication system called Quorum Sensing (QS) that allows it to control its
virulence factors. This system has been related to antibiotic resistance and
therefore its inhibition by plant-derived substances has been proposed as a strategy
for the control of resistant microorganisms. Plants of the genus Piper have been
characterized for having antibacterial, antifungal, insecticidal, antioxidant and
cytotoxic properties, however, few studies have focused on the inhibition of the QS.
Therefore, in the present study, the potential of substances from Piper species as
QS inhibitors of P. aeruginosa was determined. The methodology carried out
involved the identification of some species belonging to the genus Piper with
potential for QS inhibition and biofilm formation. Subsequently, a phytochemical
study was carried out on one of the species with the greatest potential for QS
inhibition (P. pertomentellum) to isolate and identify some bioactive chemical
constituents. Finally, the action of chemical constituents presents in Piper species
on biofilm formation and the production of some virulence factors (elastases,
proteases and pyocyanin) associated with QS of P. aeruginosa was determined.
The results obtained allowed the identification of species belonging to the genus
Piper with QS inhibition potential, with P. asperiusculum, P. cumanense, P.
pertomentellum, P. bogotense, P. sucrense and P. grande standing out for
presenting production percentages of less than or equal to 50% in the biofilm
formation or violacein production assays. The phytochemical study carried out on
the aerial part of P. pertomentellum allowed the isolation and identification of a new

piperamide (ethyltembamide (C1)), together with four known amides (tembamide
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(C2), cefaradione B (C3), benzamide (C4) and tembamide (C5)). The identified
compounds are reported for the first time for the species and their structures are in
agreement with the chemotaxonomy of the genus Piper. Finally, this study
highlights the inhibitory potential on virulence factors and biofilm formation of
compounds with multidiana potential that corresponded to amides (C9 and C10),
hydroquinones (C8, C18 and C19) and benzoic acid derivatives (C16). present in
species of the genus Piper. Additionally, with the results obtained, some preliminary
structure-activity relationships on the most active compounds were established.
This research contributes to the search for inhibitors of natural origin that can serve
as an alternative for the control of QS in P. aeruginosa to reduce bacterial
resistance, through the characterization of the inhibitory potential of substances

from some species of the Piper genus.

Keywords: Piper pertomentellum, piperamides, Pseudomonas aeruginosa,

Quorum Sensing. Piper, virulence factors.
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Introduccioén

Las enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias resistentes se
encuentran como uno de los problemas de salud publica que requiere de mayor
atencion y se ha convertido en uno de los desafios mas importantes para los
sistemas de salud. La Organizaciéon Mundial de la Salud OMS declaré que la
resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una de las 10 principales amenazas
mundiales y se estima que para el afio 2050 causara 10 millones de muertes cada
aflo (OMS, 2021). La disminucion en la efectividad de los antibidticos se ha
generado como consecuencia diversos factores como mutaciones de los
microorganismos, facil propagacion de patégenos resistentes, la automedicacion, y
el uso excesivo, indiscriminado e irresponsable de los antibiticos (Tillotson &
Zinner, 2017; Weldon etal, 2022). De esta manera, muchas entidades
gubernamentales y grupos de investigacion a nivel mundial estan de acuerdo en
gue se requiere de un plan global que permita contrarrestar el incremento en los
indices de morbimortalidad por este tipo de enfermedades (Chaired By Jim O’Neill,
2016; OMS, 2021; Choudhury et al., 2022; Murray et al., 2022).

Dentro de los microorganismos multirresistentes de interés a nivel mundial se
encuentra Pseudomonas aeruginosa, una bacteria patdgena y oportunista, agente
causal de una amplia gama de infecciones que van desde la bacteriemia, del tracto
urinario, pulmonares y en heridas por quemaduras. A nivel clinico, es uno de los
patégenos Gram negativo mas comunes en las infecciones observadas en
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) y responsable de una alta mortalidad
(Hegiby et al., 2010; Aguilar etal., 2016; Luo et al., 2017; Karakonstantis et al.,
2020). En un estudio reciente sobre bacterias Gram negativas realizado en 25
paises de los cinco continentes, se encontré que, de 526 aislamientos de pacientes
de UCI, 175 correspondian a P. aeruginosa multidrogorresistente y la mortalidad
asociada a este microorganismo estaba alrededor del 50% con respecto al total de

pacientes infectados (Karakonstantis etal.,, 2020). En este sentido se ha
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encontrado en los perfiles de resistencia que ha aumentado el numero de aislados
de P. aeruginosa resistentes a los antibiéticos comunmente utilizados para el
control de infecciones, reportdndose frecuencias superiores al 50% para imipenem
(68,8%), meropenem (70,4%), gentamicina (73,2%), ciprofloxacina (72,7%),
ceftazidima (69,2%) y aztreonam (51,2%) (A. Leal et al.,, 2017; Germen, 2019).
También se ha implementado el uso de diversos biocidas (antisépticos y
desinfectantes) para su control en entornos clinicos y se ha identificado que esta
bacteria presenta resistencia hacia varios de estos productos (Ignak et al., 2017,
Vasquez-Giraldo et al., 2017; Namaki et al., 2022). Dentro de los mecanismos de
resistencia que ha presentado esta bacteria estan relacionados con la capacidad
de formar biopeliculas, degradacién enzimatica, modificacion del sitio activo,
impermeabilidad de la membrana y la presencia de bombas de expulsién (Pang
et al., 2019a; Espinoza & Esparza, 2021; Qin et al., 2022).

Como alternativa de control para reducir la RAM, se encuentra la inhibicién en la
detecciéon de quorum sensing (QS), un sistema que permite la comunicacién entre
bacterias a través de moléculas autoinductoras y que se encuentra regulado en
funcién de la densidad poblacional. EI QS de P. aeruginosa comprende cuatro
redes que se interconectan entre si, los cuales tienen la capacidad de regular
genes asociados a la produccion de factores de virulencia como elastasas,
proteasas piocianina y la formacién de biopeliculas, procesos que favorecen la
infeccion en el huésped y reducen la accién de los antibidticos (Antunes et al.,
2010; ElI-Mowafy et al., 2017). La importancia de controlar este sistema radica en
disminuir la presion evolutiva que se genera en las bacterias al ser tratadas con
antibioticos, prolongar la vida atil de los mismos mediante el uso de terapias
combinadas y el control de los factores de virulencia asociados al QS
(Santhakumari & Ravi, 2019; Saeki et al., 2020; Vadakkan, 2020). Por lo tanto,
inhibir el sistema QS permite reducir los procesos de virulencia como la formacion
de biopeliculas, la produccion de elastasas, proteasas y piocianina, los cuales se
encuentran altamente relacionados con la patogenicidad que produce esta bacteria
al actuar como una barrera de entrada a los antibiéticos y causar dafios citotoxicos
en el huésped (Rasko & Sperandio, 2010; Lu et al., 2022). Es por esto que en los
tltimos afos las investigaciones se han centrado en la busqueda de este tipo de

inhibidores para poder restaurar la eficacia de los antibidticos y potenciar la
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respuesta de defensa del huésped como ventaja inicial sobre bacterias invasoras
(Haque et al., 2018; Lu et al., 2022).

En este sentido las plantas han sido consideradas como una fuente importante
para la busqueda de inhibidores de QS, debido a que suelen producir una gran
diversidad de metabolitos secundarios y a que varios de ellos han demostrado
tener propiedades antimicrobianas frente a bacterias asociadas a enfermedades
infecciosas (Carlson, 2002; Bouyahya et al., 2017; Mahavy et al., 2020). En la
literatura hay varios estudios que describen el potencial anti QS de extractos
proveniente de especies vegetales, sin embargo, cabe destacar que en la mayoria
de estos no se ha incluido la identificacion de los compuestos bioactivos (Adonizio
etal.,, 2006; Zahin etal.,, 2010; Mufioz etal.,, 2018). Dentro de los tipos de
metabolitos que mas se ha reportado su potencial anti-QS, se encuentran los,
flavonoides, derivados de acido benzoico y cinamico, fenilpropanoides, cumarinas,
diarilheptanoides, terpenos, taninos y alcaloides, entre otros (Bouyahya et al.,
2017; Deryabin et al., 2019; Carette et al., 2020; Q. Li et al., 2022).

Entre las especies de plantas que podrian tener actividad sobre el QS de P.
aeruginosa se encuentran las del género Piper, por sus usos etnobotanicos y
muchas de las cuales se les han determinado su actividad, como antimicrobianas,
antiparasitarias, antioxidantes, insecticidas, anticancerigenas y antifiingicas, entre
otras (Chakraborty & Shah, 2011; Parra et al., 2011; Trivedi et al., 2011; Mufoz
et al.,, 2018; Patifio etal., 2018; Parra Amin et al., 2019; Patifio-Bayona et al.,
2021). En la literatura, aunque se reportan algunos estudios de actividad
antibacteriana frente a P. aeruginosa de extractos (P. betel, P. nigrum, P. longum y
P. umbellatum), y de aceites esenciales (P. nigrum, P. bogotense, P. eriopodon, P.
brachypodom y P. bredemeyeri) provenientes de especies del género Piper, son
escasas las investigaciones sobre sus constituyentes quimicos (Calderén et al.,
2010a; Chakraborty & Shah, 2011, Vallejo et al., 2014).

A pesar del diverso potencial antimicrobiano que han presentado las especies del
género Piper frente a bacterias patdogenas, son limitados los estudios orientados a
evaluar su efecto en el QS, particularmente sobre P. aeruginosa. Algunas de las

especies que tienen potencial para inhibir el QS de bacterias Gram negativas son
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el extracto de P. betle que inhibe la formacion de biopelicula de P. aeruginosa
(75%) (Ratridewi et al., 2021), el extracto de P. nigrum que inhibe la produccién de
violaceina de C. violaceum (95%) (Vazquez-Martinez et al., 2020), los aceites de P.
bogotense, P. brachypodon y P. bredemeyeri que inhiben la produccién de
violaceina de C. violaceum (Clsp 513, 93 y 45 ppm) (Olivero V et al., 2011) y el
aceite de P. nigrum que inhibe la formacion de biopelicula de P. aeruginosa (26%)
(Amrutha et al., 2017). Es importante destacar que son limitados los reportes para
las especies de Piper sobre la evaluacion de los factores de virulencia y la
formacion de la biopelicula de P. aeruginosa. En este sentido el objetivo de este
trabajo contempl6 la identificacién de sustancias naturales inhibidores del sistema
QS provenientes de especies del género Piper. Esto contempld, la primera fase de
investigacion que consistié en la evaluacion del potencial anti-QS de extractos de
especies de Piper. Seguido se realizé el estudio fitoquimico de una de las especies
con mayor potencial anti-QS. Por udltimo, se evallo el potencial de compuestos
aislados e identificados en especies de Piper sobre algunos factores de virulencia y
la formacion de biopelicula de P. aeruginosa.



Objetivos

Objetivo general

Establecer el efecto de sustancias provenientes de algunas especies del género
Piper como inhibidores del sistema Quorum Sensing.

Objetivos especificos

» |dentificar algunas especies del género Piper con potencial de inhibicion
sobre el sistema Quorum Sensing

= Realizar el estudio fitoquimico dirigido sobre una de las especies con mayor
potencial de inhibicibn de Quorum Sensing para el aislamiento e
identificacion de los metabolitos bioactivos.

= Determinar el potencial de los constituyentes quimicos presentes en
especies del género Piper sobre algunos factores de virulencia asociados al
sistema QS de Pseudomonas aeruginosa.



29

1.Estado actual del tema

1.1 Importancia de las enfermedades infecciosas a
nivel mundial y en Colombia

Una de las principales causas de mortalidad y morbilidad son las enfermedades
infecciosas (EI), las cuales tienen un gran impacto en paises que se encuentran en
el tropico, ya que las condiciones climaticas favorecen la adaptacion y la aparicion
de patogenos, el origen de nuevas infecciones y el incremento de bacterias
patégenas multirresistentes (Gonzélez, 2019; Hidalgo & Woc-Colburn, 2020;
Hortal, 2015). Algunos aspectos importantes que favorecen la aparicion de estas
enfermedades son el cambio climatico, demografico, tecnol6gico y antropogénico
(Tillotson & Zinner, 2017). En cuanto al cambio climético este desempefia un papel
importante en el riesgo de propagaciéon de patdgenos, ya que las condiciones
ambientales pueden llegar a alterar el rango y la densidad de las especies
promoviendo su interaccion y aumentando el riesgo de zoonosis. También es
importante considerar que el cambio climético, afecta el reservorio ambiental y el
comportamiento de los agentes patdgenos. En el aspecto demogréfico es
importante tener en cuenta que entre los aspectos que permiten un aumento en la
propagacion de patégenos esta el aumento en las tasas de urbanizaciéon en zonas
densas y altamente conectadas y el rapido crecimiento de la poblacién en paises
de bajos y medianos ingresos que viven en condiciones de hacinamiento. Entre
otros aspectos, los viajes internacionales han permitido que haya un movimiento
cada vez mas rapido de personas y con ello la exposicién a los agentes patégenos
(Tillotson & Zinner, 2017; Baker et al., 2021).

Las infecciones son causadas por un agente infeccioso (virus, hongos, helmintos,
protozoos, bacterias, etc.) o por productos téxicos de los mismos, a un huésped
gue es susceptible (Straif-Bourgeois et al., 2014). Dentro de las estadisticas a nivel
mundial de transmisién y control de las El, se destaca que el VIH/SIDA,
coronavirus, influenza, malaria y tuberculosis son las mas investigadas por su alta
frecuencia de incidencia (Wang et al., 2020; Sweileh, 2022). En un estudio sobre la
frecuencia de brotes de estas enfermedades en todo el mundo entre el afio 1980-

2013 se identificaron 12.102 brotes para 215 enfermedades infecciosas humanas
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gue ocurrieron en 219 paises, asi mismo que las bacterias y los virus
correspondian al agente etiologico del 70% de las enfermedades y los que
causaron el 88% de los brotes a lo largo del tiempo (Smith et al., 2014). Para el
afno 2019, al menos 7 millones de personas en el mundo murieron por alguna El, lo
cual representa aproximadamente el 12% de todas las muertes a nivel mundial y
ubicAndose dentro las 10 principales causas de muerte (Wang et al., 2020; OMS,
2020; Bhattarai et al., 2021).

Las infecciones de tipo bacteriano representan una mortalidad de por lo menos
700.000 casos al afio en todo el mundo, debido a la resistencia que presentan los
microorganismos a los medicamentos. Se estima que para el afio 2050 si no se
toman medidas preventivas esta cifra puede llegar a alcanzar los 10 millones de
casos (O’Neill, 2016; Bhattarai et al., 2021). Este tipo de infecciones han sido de
gran importancia debido al aumento de cepas multirresistentes y la inefectividad de
los tratamientos hacia las mismas. Las bacterias que mas requieren atencion y que
han sido catalogadas como de prioridad critica por la OMS son: K. pneumoniae,
Acinetobacter spp, P. aeruginosa, especies de Enterobacter, Enterococcus faecium
y S. aureus, ya que estadn asociadas a las principales causas de morbilidad y
mortalidad. Estas bacterias han presentado resistencia frente a medicamentos de
tipo carbapenémicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas, glicopéptidos,
betalactamicos, macrdélidos, entre otros (OMS, 2017; Niewiadomska et al., 2019;
Bhattarai et al., 2021).

En Colombia para los ultimos tres afios (2019 — 2022) las El y parasitarias son la
segunda causa de mortalidad en hombres y mujeres, segun el reporte del
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica DANE (Dane, 2022). El
Instituto Nacional de Salud (INS) ha reportado que dentro de las enfermedades con
mayor frecuencia entre los afios 2016 a 2022 fueron la infeccidn respiratoria aguda
grave, tos ferina y sifilis gestacional. Adicionalmente, cabe resaltar que las
infecciones asociadas a dispositivos (IAD) han aumentado en los Ultimos afios, o
gue puede estar relacionado con el aumento de contagios de COVID-19, siendo las

UCI el lugar en donde se presentaron los mayores casos de afectacion y cuyos
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principales microorganismos relacionados con estas infecciones son K.

pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli y Staphylococcus epidermidis (INS, 2022).

Esta es una problemética de importancia de salud publica a nivel mundial, ya que
muchos de los tratamientos terapéuticos para contrarrestar 10s microorganismos
resistentes ya no son eficaces, trayendo como consecuencias periodos
prolongados de tratamiento, aumentando los costos hospitalarios y la muerte de los
pacientes (Serra-Valdés, 2017). En este sentido la OMS ha establecido un plan de
accion mundial con objetivos estratégicos que permitan tomar medidas para
prevenir y controlar la resistencia bacteriana. Dentro de estas estrategias se
incluye la implementacion de politicas de restriccién para optimizar el uso de los
antibioticos, reforzar la investigacion para el desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento y concientizar a las personas sobre las consecuencias de esta

problematica (Camou et al., 2017; Mendoza et al., 2019).

1.2 Generalidades de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa (bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae) es
considerada un patdégeno oportunista que favorece el desarrollo de infecciones de
tipo nosocomial en pacientes inmunodeprimidos, con cancer, quemaduras o que
presentan algun tipo de infeccion respiratoria. Adicionalmente, puede llegar a
causar infecciones del tracto urinario, neumonias, bacteriemias, fibrosis quistica,
meningitis y endocarditis (Ochoa et al., 2013; Bru et al., 2019). Esto se debe a su
amplia distribucion en el ambiente (suelo, agua, animales y plantas), a que puede
sobrevivir en niveles bajos de nutrientes, soportar temperaturas de 42 °C y a su
capacidad para formar biopeliculas (Ochoa et al., 2013; Lujan Roca, 2014). Esta
capacidad de acondicionamiento le permite crear un reservorio de infeccion para
las personas hospitalizadas, ya que facilita su supervivencia en superficies
hospitalarias y equipos médicos (respiradores, humificadores, y catéteres urinarios)
(OMS, 2003; Samame & Samalvides, 2014; Smith & Hunter, 2008; Zufiga

Carrasco & Caro Lozano, 2017).

De esta manera P. aeruginosa ha sido reportado como uno de los principales
microorganismos causantes de infecciones nosocomiales en paises desarrollados

con una prevalencia del 3-12% (Europa 7%) y en los paises subdesarrollados entre
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el 5-19% con predisposicion a ser multi-resistente (Silva et al.,, 2020) En este
sentido, varios estudios a nivel mundial se ha documentado la prevalencia de P.
aeruginosa en ambitos hospitalarios, por ejemplo, en el Hospital de Geneva en
Suiza se reportd que el 20% de los pacientes hospitalizados adquieren alguna
infeccién causada por P. aeruginosa y su mortalidad puede llegar a representar
mas del 30% (Eggimann & Pittet, 2001). Asi mismo en otros estudios se determiné
gue P. aeruginosa corresponde a uno de los patégenos con mayor frecuencia en
infecciones en UCI con valores de prevalencia que varian entre un 10% al 27% en
muestras poblacionales entre 600 a 8000 pacientes (Vincent et al., 2009; Molina
et al., 2011; Denisuik et al., 2019; Salmanov et al., 2019)

De esta manera, muchas de las infecciones en &mbitos hospitalarios,
especificamente en las UCI, corresponde a P. aeruginosa multirresistentes de ahi
su importancia clinica (Duijn et al., 2022).. Con respecto a su epidemiologia, en un
estudio previo se analizé su distribucién, frecuencia y mortalidad para 25 paises de
los cinco continentes, encontrandose que, de 526 aislamientos de pacientes de
UCI, 175 correspondian a P. aeruginosa multidrogorresistente y la mortalidad
estaba alrededor del 50% con respecto al total de pacientes infectados. También
encontraron que el continente Europeo fue el que presentdé el mayor nimero de
casos donde la mayoria correspondian para Espafia, seguido de Asia, Australia y
Américas (Karakonstantis et al., 2020). Otro ejemplo, es un estudio donde se
analizé la presencia de cepas resistentes asociada a neumonia adquirida en 54
paises del mundo con una muestra poblacional de 3193 pacientes, encontrandose
que la regiébn Sudamérica ocupb el tercer lugar con mayor prevalencia y el segundo
en infecciones resistentes a antibiéticos, y Colombia como el pais en el que se
presentd el 10% de cepas de P. aeruginosa resistentes a antibiéticos (Restrepo
etal.,, 2018). La regién de Latinoamérica no es ajena a este panorama, por
ejemplo, en un estudio realizado en la UCI de un hospital de Ecuador con 100
pacientes, se encontr6 que el 13% de estos estaban contagiados con P.
aeruginosa multirresistente (Farfan & Paladines, 2019). De la misma manera se
presentd para Pert donde de 150 pacientes hospitalizados por infeccion del tracto
urinario se reportd que el 33% de los aislados correspondian a P. aeruginosa

multirresistentes (Paniagua, 2019).
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La multirresistencia de P. aeruginosa se ha considerado una amenaza importante
en la ultima década, los centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades
(CDD) en Estados Unidos, han reportado 2700 muertes aproximadamente y se
estima que los costos asociados a atencion médica pueden llegar a incrementarse
hasta 100 billones de délares del producto interno bruto mundial (PIB) (Solomon &
Oliver, 2014; Tabak etal., 2019). En este sentido, estas cifras reflejan la
importancia de adelantar estudios orientados a la blsqueda de nuevos métodos

para el control de este tipo de microorganismos

1.2.1 Métodos de control para P. aeruginosa

Las infecciones causadas por P. aeruginosa normalmente son controladas con
antibioticos de tipo carbapenémicos (iminepem, meropenem Yy doripenem),
guinolonas, beta-lactamicos y aminoglucésidos (Botelho et al., 2019). Sin embargo,
en los ultimos afos ha sido dificil su control, ya que este patégeno ha mostrado
tener la capacidad de ser resistente a varios de ellos. Por ejemplo, se ha reportado
gue de 106 aislamientos de este patdgeno el 88,7% presenta resistencia
antibiéticos como las cefalosporinas de amplio espectro y los monobactamicos
limitando asi las opciones de tratamiento (Alikhani et al., 2014; Corehtash et al.,
2015). Incluso el hecho de que esta bacteria sea resistente a varios tratamientos
terapéuticos ha llevado a replantear el uso de otros antibidticos como la colistina,
gue ya habian salido del mercado por su alta toxicidad (Barrio-Tofifio et al., 2019;
Lépez-Causapé et al., 2018; Salinas et al., 2010).

En Colombia se ha documentado los perfiles de resistencia de P. aeruginosa
desde el afio 2008 hasta 2017, encontrandose un aumento en el porcentaje de
resistencia de este patdégeno a carbapenémicos de 39% en 2013 a 41% en el
2016. Ademas, supera el 50% para otros antibidticos como: imipenem (68,8%),
meropenem (70,4%), gentamicina (73,2%), ciprofloxacina (72,7%), ceftazidima
(69,2%) y aztreonam (51,2%) (Leal et al., 2014; Leal et al., 2017; Germen, 2019).

Como estrategias para contrarrestar la resistencia, se ha propuesto la combinacion
entre los antibidticos de tercera generacion, quel tiene como ventaja el efecto
sinérgico al incrementar la sensibilidad del patégeno por lo menos a uno de los

antibiéticos utilizados y disminuir la resistencia. Dentro de los grupos de
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antibiéticos mas conocidos con sinergismo para el control de P. aeruginosa se
encuentran los beta-lactamicos y aminoglucésidos (Bodi & Garnacho, 2007). Sin
embargo, también existen desventajas en cuanto a los costos elevados, al riesgo
de aumento de la toxicidad y la infeccion por microorganismos mas resistentes; por
lo que se requiere de un seguimiento riguroso para evitar que se generen

mutaciones asociadas a la resistencia (Brunel & Guery, 2017).

Asi mismo, entre las otras sustancias empleadas para el control de este
microorganismo se encuentra el uso frecuente de antisépticos y desinfectantes
(digluconato de clorhexidina, cloruro de benzalconio, triclosan y formaldehido) en
los hospitales, centros de salud y laboratorios. Sin embargo, sobre estos productos
también se ha llegado a reportar resistencia por la bacteria, mediante su
confirmacién por estudios de expresion de genes implicados en la resistencia
(Vasquez-Giraldo et al., 2017). Teniendo en cuenta esta susceptibilidad reducida a
los biocidas, es importante considerar que también se puede dar una resistencia
cruzada con los antibiéticos, dificultando aiin mas su eliminacién (Cabrera et al.,
2007; Ignak et al., 2017; Vasquez-Giraldo et al., 2017; Namaki et al., 2022).

Entre otros tipos de control se encuentran las terapias de fagos, uso de probidticos
y prebidticos, y los farmacos antivirulencia. Dentro de estos Ultimos se destacan
inhibidores de la transmision de sefales que logran la comunicacién celular (QS),
ya que durante mucho tiempo los tratamientos tradicionales que se han utilizado
para combatir las enfermedades infecciosas basado en la erradicacion o inhibicion
del crecimiento de las bacterias, han ejercido una presién selectiva generando mas

resistencia (Lozano, 2017).

1.2.2 Mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa presenta diversos mecanismos de resistencia, que la hacen capaz
de resistir a varios tipos de antibiéticos y de esta manera le permite prevalecer y
permanecer en el huésped. Los principales mecanismos de resistencia se
clasifican en tres formas, la resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa. A

continuacion, se describe cada una con sus respectivos mecanismos.
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La resistencia intrinseca

La resistencia intrinseca es la capacidad innata de la bacteria para disminuir la
eficacia de los antibioticos por medio de mecanismos que incluyen caracteristicas
funcionales o estructurales relacionadas. Dentro de los mecanismos de resistencia
intrinseca incluyen mecanismos en la permeabilidad de la membrana, sistemas de
salida y enzimas que inactivan o modifican los antibioticos (Pang etal., 2019;
Espinoza & Esparza, 2021; Qin et al., 2022; Ahmed, 2022)

-  Permeabilidad de la membrana

P. aeruginosa tiene una membrana externa que funciona como barrera selectiva
para evitar el ingreso de los antibi6ticos, dentro de esta se encuentra un tipo de
proteinas llamadas porinas que se ubican en la membrana externa de la bacteria.
Su principal funcién es facilitar la captacién pasiva de aminoacidos a través de la
membrana externa, un tipo de porina presente en P. aeruginosa es la OprD.
Cuando se presenta una baja ausencia de porinas, causa que haya poca
permeabilidad de la membrana externa e impide el paso de moléculas
(antibiéticos), generando resistencia (Pang et al., 2019; Espinoza & Esparza, 2021,
Qin et al., 2022; Ahmed, 2022).

- Sistemas de salida

Las bombas de expulsibn son un complejo enzimatico de membrana llamado
MexAB-OprM, que son capaces de expulsar al exterior sustancias alifaticas que
tienen como objetivo destruir a la bacteria. Estd conformado por una proteina
bomba que esta en la membrana citoplasmatica, una proteina ligadora en un
espacio periplasmatico y un canal de salida en la membrana externa, que ocasiona
la impermeabilidad a la mayoria de los antibidticos. Existen 12 sistemas de
expulsion que difieren en sus sustratos, sin embargo, MexAB-OprM es la bomba de
expulsion implicada en la resistencia a fluoroquinolonas y la patogenicidad de la
bacteria (Pang et al., 2019; Espinoza & Esparza, 2021; Qin et al., 2022; Ahmed,
2022).

- Enzimas
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Dentro de las enzimas que tienen la capacidad de descomponer los antibiéticos en
P. aeruginosa se encuentran enzimas modificadoras de aminoglucésidos y las B-
lactamasas. Estas ultimas son un tipo enzimas que pueden hidrolizar el anillo B-
lactamico de los antibitticos, lo que ocasiona destruccion del sitio activo y pérdida
de la actividad. Estan clasificadas en diferentes grupos como: peniciladas,
cefalosporinasas o carbapemenasas, dependiendo del antibiético que vaya a ser
atacado por la enzima. Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos tienen tres
mecanismos comunes: aminoglucésido fosfotransferasa (APH), aminoglucdsido
acetiltransferasa (AAC) y aminoglucésido nucleétido transferasa (ANT). Estos
mecanismos ejercen resistencia sobre varios tipos de antibiéticos (Pang et al.,
2019; Espinoza & Esparza, 2021; Qin et al., 2022; Ahmed, 2022).

Resistencia adquirida

La resistencia adquirida de P. aeruginosa se logra por medio de la transferencia
horizontal de genes de resistencia o bien por cambios mutacionales que se
generen (Pang et al., 2019; Espinoza & Esparza, 2021; Qin et al., 2022; Ahmed,
2022).

- Resistencia por mutaciones

La resistencia por mutaciones llega a ocasionar sobrexpresion de los sistemas de
flujo, inactivacion o modificacion de los antibiéticos, lo cual permite que la bacteria
sobreviva en presencia de sustancias antimicrobianas (Pang et al., 2019; Espinoza
& Esparza, 2021; Qin et al., 2022; Ahmed, 2022).

- Adquisicién de genes de resistencia

A través de la transferencia horizontal de genes la bacteria puede adquirir
transposones, integrones, plasmidos y profagos, que pueden llevar una gran
variedad de genes de resistencia a antibioticos, codificando proteinas que inactivan
el antibiotico o afectan el transporte al interior de la célula, o incluso cambios
mutacionales en la misma (Pang et al., 2019; Espinoza & Esparza, 2021; Qin et al.,
2022; Ahmed, 2022).

Resistencia adaptativa
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Para la resistencia intrinseca adaptativa se logra mediante mecanismos como
resistencia mediada por biopeliculas o generacion de células persistentes. La
biopelicula funciona como barrera de difusion para reducir el acceso de los
antibiéticos a la célula bacteriana, y en la formacion de esta se ven implicados
sistemas de regulacién de dos componentes, exopolisacaridos, asi como también
el sistema QS (Pang et al., 2019; Espinoza & Esparza, 2021; Qin etal., 2022;
Ahmed, 2022).

1.3 Importancia del Quorum sensing

Teniendo en cuenta que la problematica sobre la resistencia antimicrobiana se
sigue extendiendo en todo el mundo y que los antibiéticos utilizados han perdido
eficacia, representado una grave amenaza para la salud, se requiere la
implementacion de nuevas alternativas terapéuticas. Adicionalmente, la
patogenicidad de algunas bacterias estd dada por la expresion de genes de
virulencia que son regulados por el sistema QS. (Holden et al., 2000; Bassler &
Losick, 2006; Papenfort & Bassler, 2016). Dentro de estos procesos se encuentran
los factores de virulencia, bioluminiscencia, motilidad, formacion de biopeliculas,

pigmentos, entre otros (Bassler & Losick, 2006; Papenfort & Bassler, 2016).

De esta manera se ha propuesto inhibir el QS de las bacterias, por su capacidad
de controlar los factores de virulencia del patdégeno, lo cual permite anular las
seflales de comunicacién sin que interfiera en su crecimiento (Chioro et al., 2015;
Zhao et al., 2020). Dentro de las ventajas de inhibir este sistema, se encuentra que
s6lo va a afectar a las bacterias diana permitiendo que la microbiota del paciente
sea preservada, reducir los efectos adversos y evitar el efecto biocida frente al
patégeno disminuyendo la presién selectiva y por ende los mecanismos de
resistencia (Lozano, 2017; Zhao et al., 2020).

1.3.1 Sistemas Quorum Sensing, mecanismos Yy moléculas

autoinductoras.

El QS funciona como sistema de comunicacion de célula a célula regulado por la

densidad celular. En un aumento de ésta densidad se da inicio a la sintesis de
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moléculas autoinductoras (Al) dentro de la célula, que se difunden en el medio
extracelular a través de la membrana celular y posteriormente forman complejos
con receptores especificos, activando las cascadas de transduccion de sefiales lo
cual resultard en un cambio en la expresion genética de la poblacion y en una serie
de procesos celulares que favorecen la colonizacién de la bacteria en el huésped
(Figura 1-1) (Papenfort & Bassler, 2016; Zhao et al., 2020)

Paso 2. La molécula
sefial (AHL) se difunde
en el medio extracelular

Paso 3. La
molécula sefial
(AHL) se unea un
receptor

Receptorde la

Paso 4. El
receptorse une a
Paso 1. La una region
molécula sefial promotora
(AHL) es

sintetizada .
Activa los genes de
comportamientd

Enzima que grupal
produce la sefial

Paso 5. Se
expresan genes de
comportamiento
grupal

Figura 1-1. Etapas del quérum sensing.

(elaboracion propia).

Los sistemas QS han sido mas estudiados para las bacterias Gram negativas en
comparacion con las Gram positivas. Entre las moléculas autoinductoras mas
conocidas son las N-acil-homoserina-lactonas (AHLs), que son sintetizadas por la
familia de proteinas sintasas homoélogas Luxl, mientras que para las bacterias
Gram positivas corresponden a sustancias peptidicas (Holden et al., 2000; Bassler
& Losick, 2006). En las bacterias Gram negativas, dependiendo de la especie,
estas moléculas pueden variar en el nUmero de carbonos (4-18) y tener algunas
modificaciones en su cadena acilada, pero conservando siempre el nucleo de AHL.
Esto le confiere una “huella dactilar” a la especie a la hora de comunicarse y de

esta manera encajar con su receptor asociado. También se han identificado otro
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tipo de familias quimicamente distintas a las AHL, como las proteinas PhcB en
Ralstonia solanacearum y las proteinas RpfF en Xanthomonas campestris (Figura
1-2) (Bassler & Losick, 2006; Papenfort & Bassler, 2016).

Entre las bacterias que tienen la capacidad de producir y detectar varios
autoinductores son Vibrio harveyi, Vibro cholerae, P. aeruginosa y especies de
Photorhabdus. V. harveyi fue la primera bacteria en la que se descubrié que
producia varios autoinductores y que aun sigue siendo el modelo principal de
estudio en el QS. Esta utiliza tres tipos de autoinductores una AHL (30H-C4-HSL),
un autoinductor de colera 1 (CAI-1) (2)-3-aminoundec-2-en-4-ona) producida por
enzimas CqgsA, y el otro autoinductor es el Al-2 que derivan de 4,5-dihidroxi-2,3-
pentanodiona producido por la DPD sintasa (Holden et al., 2000; Bassler & Losick,
2006; Papenfort & Bassler, 2016). En cuanto a P. aeruginosa, esta utiliza dos
autoinductores de AHL (3-ox0-Ci2-HSL y C4-HSL), dipéptidos ciclicos como 1QS (2-
(2-hidroxifenil) tiazol-4- carbaldehido) producido por proteinas codificadas por un
grupo de genes de péptido sintasa ribosomal (ambBCDE) y dos quinolonas
denominadas PQS (2-heptil-3- hidroxi-4-quinolona) y HHQ la cual es precursora de
la anterior (2-heptil-4-quinolona) que son producidas por proteinas codificadas por
un grupo de genes denominado pgsABCDH. Esta diversidad estructural de
moléculas autoinductoras evidencia la multifuncionalidad que tienen las bacterias
para fortalecer su sistema QS (Holden etal., 2000; Bassler & Losick, 2006;
Papenfort & Bassler, 2016; Zhao et al., 2020).
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Figura 1-2. Diversidad estructural de moléculas autoinductoras y receptores del
QS en bacterias Gram negativas.

Tomado de: (Papenfort & Bassler, 2016).
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1.3.2 Blancos especificos para la inhibicién de QS

Teniendo en cuenta que todos los sistemas QS tienen comun tres mecanismos
basicos que son: producir la molécula autoinductora, la acumulacién y la deteccién
de la misma, se considera que los inhibidores de QS pueden influir en al menos

uno de estos mecanismos como blancos especificos (Bertini, 2018).

*= Inhibicion de la biosintesis de las moléculas autoinductoras

Interferir con la sintesis de AHL es un enfoque directo y sencillo para la inhibicion
de la deteccion de QS, al bloquear las principales enzimas de la via de sintesis de
la molécula autoinductora inhibiendo su produccion y de esta manera QS. Existen
muy pocos estudios sobre inhibidores de la sintesis de AHL, sin embargo, se han
encontrado sustancias que son analogos a la molécula s-adenosilmetionina (SAM)
la cual cumple un papel importante en la biosintesis de AHLs (Figura 1-3). Se ha
encontrado que, debido a la naturaleza universal de SAM en organismos vivos, el
uso de esta estrategia como inhibidor de QS puede causar efectos secundarios
negativos y esto ha hecho que se limiten las investigaciones sobre este mecanismo
(Parsek et al., 1999; Hirakawa & Tomita, 2013).
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OH OH NH,
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Figura 1-3. Moléculas homélogas a SAM que inhiben el QS.

Tomado de (Parsek et al., 1999)
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* Inhibicion e inactivaciéon de las moléculas autoinductoras

Inhibir o inactivar las moléculas Al por enzimas cataliticas, es una estrategia
alternativa, ya que permiten degradar estas sefnales por diferentes mecanismos de
accion y por consiguiente ya no estan activas y ocurre el fendmeno de “extincion
de quorum”. En este sentido se ha encontrado que algunas plantas y bacterias son
capaces de producir enzimas que degradan las AHLs, como enzimas cataliticas
como las lactonasas, amidasas, acilasas, reductasas y las citocromo oxidasas
(Hirakawa & Tomita, 2013).

= |nhibicion del receptor AHL
Dentro de las etapas del QS implica que la sefial de AHL se una al receptor LuxR,
por lo tanto, la idea de encontrar moléculas antagonistas que interfieran con esta
unién es una estrategia para la inhibicion del QS. En la figura 1-4 se presentan
algunas de estas moléculas antagonistas (Hirakawa & Tomita, 2013). Se ha
demostrado, que el anillo lactonico de las AHLs tiene una funcién importante
cuando se forma el complejo LuxR/AHL, por este motivo buscar moléculas con
estructura similar son un blanco importante para lograr antagonizar la funcién de
las AHLs. En este sentido, se han sintetizado moléculas analogas a las AHL con
modificaciones estructurales en: 1) Anillo de lactona. 2) Cadena lateral de acilo y 3)
Partes de lactona y acilo. También se ha demostrado que algunos compuestos
naturales se comportan como antagonistas al ser estructuralmente similares a las
AHL, por ejemplo, las acil-furanonas halogenadas derivadas de algas marinas
como de Delisea pulchra (figura 1-4) (Hirakawa & Tomita, 2013; Chbib, 2020).
Adicionalmente a la vez se han encontrado moléculas que inhiben los receptores

AHL y no estan relacionadas estructuralmente con AHL (figura 1-4) (Chbib, 2020).
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A. Receptores antagonistas
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Figura 1-4. Moléculas antagonistas para el receptor LuxR.

Tomado y modificado de: (Hirakawa & Tomita, 2013)

= Capturade la sefal

Cuando se mantiene una alta concentracién de AHLs el QS persiste, por lo tanto,
encontrar moléculas que intercepten AHL actuarian como inhibidores de deteccion
de QS. Tal es el caso de las ciclodextrinas, conocidas por formar complejos con
compuestos organicos, capaces de atrapar a las AHLs y de esta manera disminuir
la produccion de pigmentos Este tipo de inhibidores siguen adn en estudios, ya que
ha presentado problemas de solubilidad y baja estabilidad al formar el complejo
ciclodextrina-AHL (Hirakawa & Tomita, 2013; Chbib, 2020).
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1.3.3 Métodos de detecciéon de inhibidores de QS

Interferir con los procesos relacionados con el QS se ha considerado una
estrategia antivirulencia interesante para contrarrestar las enfermedades
ocasionadas por bacterias y de esta manera restaurar la tolerancia a los
medicamentos utilizados. Se encuentran diversas estrategias para identificar
inhibidores del QS (IQS) entre los cuales se encuentran la deteccion basada en
bioensayos, metodologias quimicas, cribado virtual de moléculas 1QS, entre otras,
(Lu et al., 2022).

= Deteccidon de IQS por medio de bioensayos

Dentro de las estrategias para identificar compuestos con capacidad de inhibir el
QS, se ha propuesto realizar un screening de diferentes organismos, tales como
hongos, bacterias, plantas medicinales, cultivos celulares, tejidos y bibliotecas
guimicas. Para la deteccién de compuestos inhibidores de QS se usan biosensores
gue expresan un fenotipo controlado por este sistema de comunicaciéon y que
puede ser facilmente observable y medible, por ejemplo, la extraccién de
pigmentos, expresién enzimatica, fluorescencia, movilidad y formacion de biofilms
(Pang et al., 2019b; Lu et al., 2022).

Los enfoques para la deteccion de IQS en bioensayos, se basan en pruebas
colorimétricas con cepas bioindicadoras como la produccion de bioluminiscencia en
especies de Vibrio spp, que tiene sus redes de QS bien caracterizadas. Asi mismo
se ha propuesto la cuantificacion de pigmentos como la violaceina en
Chromobacterium violaceum, prodigiosina en Serratia marcescens, prometazina
naranja en S. aureus y piocianina en P. aeruginosa, entre otras (Santhakumari &
Ravi, 2019; Lu et al., 2022). A modo de ejemplo C. violaceum es una bacteria que
ha sido ampliamente estudiada en la deteccion de sistemas de QS, ya que varias
cepas han sido modificadas con plasmidos involucrados en QS y sélo funcionan en
presencia de AHLs especificas C6HSL. C. violaceum es capaz de producir y
detectar las AHLs por si misma y expresa un pigmento de color violeta llamado
violaceina (McClean et al., 1997; Lu et al., 2022). Las moléculas de sefalizaciéon de
este sistema estan altamente conservadas y han sido caracterizadas en sistemas

de deteccion de QS como sistemas homoldgos de diversas bacterias asociadas
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con infecciones bacterianas, como, por ejemplo, las AHLs identificadas en
bacterias Gram negativas como P. aeruginosa (Rai et al., 2015; Mohajeri et al.,
2023).

Por otra parte, algunas bacterias son capaces de expresar fenotipos caracteristicos
como la formacion de biopeliculas. Este ultimo ha cobrado gran importancia ya que
esta matriz de exopolisacaridos actia como una comunidad de microorganismos
adheridos a una superficie y que son sostenidos por una matriz adhesiva y
protectora impidiendo el ingreso de los antibiéticos. La biopelicula ha afectado
diferentes actividades en la industria alimenticia, en la medicina y en la agricultura
y se considera que es probablemente la forma de vida dominante de las bacterias,
por lo que su control ha sido un enfoque importante para la regulacion del QS
(Hgiby et al., 2010; Rasamiravaka et al., 2015; Thi et al., 2020).Teniendo en cuenta
gue estas técnicas han demostrado algunas limitaciones al no determinar el
mecanismo de accidn, se ha recomendado realizar ensayos mas especificos entre
los que se incluyen la expresién génica, estudios de acoplamiento molecular y
pruebas bioquimicas que permitan realizar una aproximacion a los mismos
(Santhakumari & Ravi, 2019; Lu et al., 2022).

= Enfoque quimico
Desde el punto de vista quimico, se han diseflado estrategias de sintesis diferentes
a las tradicionales para la busqueda de nuevos inhibidores de QS, como las
nuevas técnicas en fase sélida, como por ejemplo macromatrices y micromatrices
(Kushwaha et al., 2018). Asi mismo, y con ayuda de la quimica combinatoria se
puede lograr que el proceso de obtencién e identificacion sea mas rapido y
sencillo. Adicionalmente se han identificado receptores de QS por técnicas de
cromatografia de afinidad, la cual permite interacciones con el ligando y el receptor,
y de esta manera se propone como herramienta para la purificacion e identificacion
de biomoléculas (Kushwaha et al., 2018; Lu et al., 2022). Por otra parte, se ha
planteado el disefio de anticuerpos para apagar el QS, ya que son altamente
especificos y podrian inactivar el sitio catalitico o secuestrar las Al, siendo una
estrategia bastante esperanzadora que contribuye en la investigacion para el

desarrollo de nuevas vacunas (Kushwaha et al., 2018; Lu et al., 2022)

=  Cribado virtual
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Para complementar los métodos tradicionales en la identificacion de 1QS, la
evaluacion virtual basada en estructuras y farmacoforos, se ha vuelto una
estrategia prometedora en el descubrimiento de 1QS. Este enfoque encaja bien con
las proyecciones de alto impacto (HTS) que permiten acelerar los procesos de
identificacion por medio de grandes bibliotecas de compuestos en menor tiempo.
Estos procesos representan una alternativa de bajo costo y eficaz con respecto a
los métodos tradicionales, sin embargo, es importante tener en cuenta que estas
predicciones in silico puede dar resultados de falsos positivos o falsos negativos.
En este sentido se propone la evaluacion de pruebas combinadas basados en
estructura actividad para minimizar este sesgo y ademas contribuir en el disefio de

nuevos farmacos (Zhong et al., 2020; Lu et al., 2022).

1.3.4 Quorum sensing en Pseudomonas aeruginosa

Segun las investigaciones, esta bacteria presenta una variedad de sistemas
relacionados con el QS, lo cual le confiere una capacidad enorme de ser resistente
al poder controlar diversas actividades fisiolégicas en respuesta a cambios
ambientales (Lujan Roca, 2014; Lopez-Causapé etal., 2018; Ahator & Zhang,
2019).

El sistema QS de P. aeruginosa estd comprendido como una red de cuatro
circuitos interconectados de manera jerarquica, que lleva a cabo la produccion de
algunos factores de virulencia (Figura 1-5). Dos de los sistemas que conforman
esta red son: Las y Rhl estan basados en lactonas de N-acil-homoserina (AHL),
otro que corresponde a PQS (sistema de sefal de quinolona Pseudomonas),
basado en la molécula 2-alquil-4-(1H)-quinolona (AQ); y un sistema recientemente
descubierto correspondiente al 1QS el cual utiliza como molécula sefial 2-(2-
hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehido, el cual integra las condiciones de estrés
ambiental con la red de QS. En muchos casos estos sistemas vienen regulados
principalmente por el sistema Las ya que controla la activacion de los circuitos Rhl,
PQS vy IQS, sin embargo, en ausencia de del sistema Las, el circuito PQS ha
mostrado que puede activarse de manera tardia para continuar con su funcion (Lee
& Zhang, 2015; Malgaonkar & Nair, 2019).
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Figura 1-5. Esquema del circuito de deteccion de Quorum Sensing mediado por

cuatro tipos de sistemas que regulan los factores de virulencia de P. aeruginosa.
Tomado de: (Turkina & Vikstrém, 2019).

1.3.5 Biofilm y factores de virulencia

La patogenicidad de P. aeruginosa es multifactorial y depende de multiples factores

de virulencia, que pueden ser muy beneficiosos para la bacteria cuando existe una
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alta densidad poblacional (Kostylev et al., 2019). Algunos de estos factores de
virulencia estan regulados por el sistema QS, permitiendo la induccion o
inactivacion de genes que los codifican. Dentro de los factores de virulencia que
puede llegar a controlar el sistema QS de P. aeruginosa se incluyen, la proteasa
alcalina, pioverdina, fofolipasa C, exoproteasas, exotoxina A, (regulados por Las);
los ramnolipidos y cianuro de hidrogeno (regulados por RhI); elastasas y
exopolisacaridos (regulados por Las y Rhl), piocianina (regulada por Las, Rhl y
PQS) (regulado por Las, Rhl), entre otros (Rather et al., 2022). Adicionalmente todo
el circuito QS, tiene la capacidad de regular genes implicados en la formacion de
biopeliculas y la motilidad (Antunes etal., 2010; Christine & Maurer, 2015;
Papenfort & Bassler, 2016; Turkina & Vikstrém, 2019). Estos productos asociados
al sistema QS de P. aeruginosa estan regulados por los diferentes sistemas que lo
conforman, sin embargo, es importante tener en cuenta que existen otros
reguladores globales que pueden estar interconectados al circuito QS (Karatuna &
Yagci, 2010)

En cuanto a la funciébn de las proteasas y elastasas, estas juegan un papel
importante en la degradacion de proteinas inmunoreguladoras que afectan al
huésped, con la degradacién de tejidos y adquisicion de hierro (Rocha et al., 2019).
P. aeruginosa secreta diferentes tipos de proteasas que cumplen con funciones
particulares: la proteasa LasA que tiene actividad estafilolitica, la elastasa LasB
gue modifica la superficie inicial para la invasion bacteriana y la proteasa alcalina
gue junto con la LasB ayudan a P. aeruginosa a evadir el sistema inmunitario
(Rather etal., 2021; Peerzada et al., 2022). También se ha encontrado que la
elastasa LasB puede iniciar la via de la formacion de biopelicula con la activacion
del nucleésido difosfato quinasas (NDK), por lo que inhibir este factor se convierte
en un objetivo multifactorial al interferir con diferentes procesos patogénicos de

manera simultanea (Cathcart et al., 2011).

Por otra parte, las cepas de esta bacteria tienen la capacidad de producir
pigmentos, denominados piocianina y pioverdina responsable del color verde
azulado brillante y amarillo fluorescente, respectivamente (Lujan Roca, 2014). La

piocianina puede llegar a provocar efectos proinflamatorios y oxidativos
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ocasionando dafio a las células jugando un efecto protector contra las especies
reactivas de oxigeno que son producidas por el sistema inmune (Paz-Zarza et al.,
2019).

Adicionalmente la capacidad de formar biofilm de P. aeruginosa, funciona como un
factor de virulencia que se compone de una matriz extracelular compuesta de
exopolisacaridos (EPS), proteinas de uniébn y ADN, que dificultan la accién
antimicrobiana (Lujan Roca, 2014). Los EPS constituyen por lo menos el 85% del
total de biomasa del biofilm y contribuye a la arquitectura de la biopelicula. El
proceso de adherencia comienza con una bacteria que se fija a una superficie y se
forma una microcolonia, luego segrega exopolisacaridos formando estructuras en
forma de red, que posteriormente empiezan agregar mas células microbianas, las
cuales van a ser Utiles para la comunicacion celular (figura 1-6). De este modo la
formacion de la biopelicula funciona como una barrera de entrada a los
antibioticos, favoreciendo asi la colonizacién en el huésped (Hgiby et al., 2010; Thi
et al., 2020).

Adhesion Fijacion y Maduracion Equilibrio entre
de gérmenes formacion del del biofilm formacion
del agua a la limo (matriz de biofilm y
superficie extracelular) desprendimiento
del mismo

irreversible

Figura 1-6. Etapas de la formacién de la biopelicula.

Tomado de: (Carette et al., 2020)
Otros factores de virulencia que tiene P. aeruginosa y que pueden generar una
patogénesis multifactorial se encuentra: lipopolisacaridos, flagelo, pili tipo 1V,
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sistema de secrecion tipo lll, exotoxina A, alginato y los sistemas de secrecion tipo
IV, (Lujan Roca, 2014; El-Shaer et al., 2016; Rocha et al., 2019). Algunos de estos
son los lipopolisacéridos participan en la activacion de respuestas inmunes innatas
y adquiridas del hospedero, y desencadenan respuestas de inflamacion
desreguladas. Por otra parte, el pili tipo IV esta relacionado en la adhesion tisular
induciendo dafio en el tejido y diseminacion del patégeno, y también le confiere
movilidad de tipo “swarming” a la bacteria. Los sistemas de secrecion van a
proporcionar toxinas importantes como Exo A, Exo T, Exo S Exo U y Exo, las

cuales influyen en el proceso de apoptosis (Rocha et al., 2019).

1.3.6 Plantas como fuente de inhibidores de QS

Dentro de las formas de vida encontramos que el reino de las plantas es de vital
importancia para los seres vivos, ya que son fuente de vida al tener la capacidad
de producir su propio alimento. Los usos de las plantas se relacionan mucho con la
diversidad cultural, ya que es la misma sociedad la que le da ese valor agregado
cuando son utilizadas para satisfacer sus necesidades (Usman et al., 2014). Es asi
como las plantas nos proporcionan numerosos beneficios, ya sea a nivel
alimenticio, medicinal, artesanal, domestico, industrial, estéticos y en la agricultura.
Algunos ejemplos de plantas que se usan ampliamente para el consumo, como
especias y condimentos son Zingiber officinale, Solanum nigrum, Piper nigrum y
Oriza sativa, para el control de inundaciones a Cynodon dactylon y en la medicina
tradicional a Calendula officinalis, Aloe vera y Taraxacum officinale (Bruschi et al.,
2014; Galvis & Torres, 2017)

En la medicina tradicional las plantas durante mucho tiempo han sido utilizadas
para tratar algunas afecciones, especialmente por comunidades indigenas,
poblaciones que se ubican en zonas tropicales en todo el mundo y poblacion de
adulto mayor (Carlson, 2002; Bouyahya etal, 2017). En el mundo
aproximadamente existen 500.000 especies vegetales de las cuales en Colombia
al ser un pais biodiverso cuenta con aproximadamente 50.000 y tan solo el 10% ha
tenido un valor medicinal atribuido por tribus indigenas (Fonnegra G. & Jiménez R.,

1999). Debido al potencial de las plantas en el tratamiento de diversas



51

enfermedades, muchas de ellas han sido utilizadas para el desarrollo de nuevos
farmacos. En este sentido las plantas se consideran una fuente importante de
principios activos, ya que tienen compuestos con importantes actividades
biol6gicas, como antivirales, antioxidantes, anticancerigenos, antifingicos y

citotoxicos (Bahmani et al., 2015; Hernandez et al., 2015).

Dado que los compuestos de origen natural proporcionan una diversidad
estructural interesante que pueden mejorar sinérgicamente la actividad de algunos
medicamentos, se han realizado varios estudios de plantas para el control del QS
de P. aeruginosa (Borges et al., 2016). A partir de una revision bibliografica de los
Gltimos cinco afios se identificaron algunas plantas con potencial inhibicién en la
formacion de biopelicula, y factores de virulencia (piocianina, proteasa, elastasa,
swarming y swimming) tabla 1-1. Se resalta que las familias mas estudiadas fueron
Myrtaceae, Apiaceae, Fabaceae y Lamiaceae. Entre las especies mas estudiadas
y con mayor actividad se encuetra Quercus infectoria (Fagaceae) y Andrographis
paniculata (Acantaceae), seguidas de otras especies como Centella asiatica
(Apiaceae), Cassia alata (Fabaceae), Andrographis paniculata (Acantaceae),
Quercus infectoria (Fagaceae) Myrmecodia tuberosa (Rubiaceae), Cinnamomun
verum (Lauraceae) y Curcuma xanthorrhiza Roxb (Zingibireaceae) (Vasavi et al.,
2016; Bahari et al., 2017; Banerjee et al., 2017; Rekha et al., 2017; Ahmed & Salih,
2019; Alva et al., 2021).



Tabla 1-1. Reportes de actividad anti-QS de extractos de plantas sobre P. aeruginosa.

Tipo Resultado (concentracion mg/mL)
Especie Familia | Organo extrgcto Cepa CMI (mg/mL) ?cl:)lfsllg: Pigment | Swarmin | Swimiin Proteasa | Elastasa Referencia
fraccion violeta) 0s 9 9
. (Lakshman
Cinnamom . 80.3 % 94 % 71 % 81 %
un verum Lauraceae Hojas EtOH ATCC 15692 0,5 (0.25) (0.25) (0.25) NR NR (0.25) agg;g)l.,
Hg de
piocianin
a
DO 490 | producid DO 420
EtOH 25 nm 0.2 | o por ug 15(5"“ 23(5"“ nm 0.31
(1) de 1)
proteina
total
(0.55)
Hg de
piocianin
a
DO 490 | producid DO 420
Quercus = I AcOEt islado clini 5 nm 0.2 | o por ug 8'2 rgm 1622”' nm 0.24 NE (Agn]?hd &
infectoria agaceae | agallas aislado clinico 2.5) de (2.5) (2.5) 2.5) 2a| ,
. 019)
proteina
total
(0.54)
n-butanol
Hg de
piocianin
DO 490 a DO 420
n-butanol 10 nm <0.2 producid | 14 mm 27 mm nm 0.30
®) 0 por ug ®) ®) )
de
proteina
total

(0.60)
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(Karbasiza
Parte ATCC 70.1% 89.1 % 78.1 % 73.3%
aérea acetona 1430 0.3 0.3) (0.3) NE NR (0.3) 0.3) de et al.,
2017)
48.1 % 5 mm 37.1%
ATCC 27853 0.2 0.1) (0.1) ©0.1)
. 54 % 6 mm 59.1 %
PAO 1 salvaje 0.2 ©0.1) ©0.1) ©0.1)
PAO1 0.2 4% 6 mm 46.1 % (Mohabi
agallas | metanol (MH873) 0.1) NR 0.1) NR NR (0.1) etal.,
50.1 % 5 mm 65.1 % 2017)
MS.PS.50/ 35 0.2 (0.1) ©0.1) (0.1)
PAO 02 56 % 6 mm 50.1 %
(300) ' (0.1) (0.1)) (0.1)
Curcuma - (Othman
xanthorrhiz Zlnglzl:i)grace Rizoma Etanol Qggsﬁ 0.2 7(%030(;/0 8(450300)@ 7(22'30(?) NR NR NR etal.,
a Roxb 2019)
Extracto 18.1 %
Etanol 1 ) NI NI NI
Fraccion 1 68.1 % NI 10.1% 25.1%
Metanol 1) (1) (1)
M di Tubé Fraccion 1 69.1% | 11.6 mm NI 25 % (Hertiani
yrmecodi Rubiaceae ubercu Hexano PAO 1 (1) (6) 1) NR NR etal,
a tuberosa lo
, 2018)
Fraccion 97.1% | 121 mm | 768% | 84.1%
Acetato ! @) (6) () (1)
de etilo
Fraccion 1 30.1% NI 522 % 51%
Agua (1) (1) (1)




54 Efecto inhibitorio de sustancias provenientes de especies del género Piper

sobre Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa

EtOH
(Fraccion
activa en
. . 80.1 % 98.1 % 9.1% 98.1 % 98 % ;
Apiaceae | Hojas C. PAO 1 0.05 NE (Vasavi
Centella | " B8 iohsed ©04) | (04 | (05 04) | 04 | ‘gal.
asiatica m 2016;
AcOET) Banerjee
0 0 etal.,
Apiaceae Hojas 0.5 MBICS0 NE 52.4% 54.3% NE NE 2017)
1) 1) 1)
Etanol PAOL MBIC50 51.4 % 44.3 %
Acantaceae | Hojas 1 NE o o7 NE NE
: @) (1) (1)
Clorofor 5 75.2% 90.3 % 86.2 % 100 % 87.3%
mo (1.25) (1.25) (1.25) (1.25) (1.25)
Andrograp
panihciaata A Toda la | erot 5199 | 61% | 68% | . | 925% | 7279 | (Baneree
cantaceae | s | Metano o >5 125 | @25 | (1.25) (1.25) | (1.25) gg;)
aqua S5 251 % 17 % NI 39.6 % 23.1%
9 (125 | (1.25) (1.25) | (1.25)
Etanol
. (fraccion o o o o o (Rekha
C;ztsella Fabaceae Hojas de PAO 1 0.4 >38'£11)/° >9(8'411)/° 7(5614)/0 NE >(%04¢ >(%04)/° etal,
acetato ' ' ' ’ ' 2017)
de etilo)
NR: No reporta




Entre los metabolitos que han presentado potencial para inhibir el QS de P.
aeruginosa se presentan en la tabla 1-2, donde se destacan flavonoides,
alcaloides, fenilpropanos y terpenos (Bouyahya et al., 2017; Deryabin et al., 2019;
Carette et al., 2020; Q. Li et al., 2022). Otros compuestos que se destacan son los
reportados para el extracto de Centella asiatica, donde la actividad anti-QS frente a
C. violaceum y P. aeruginosa PAO 1 es atribuida a los flavonoides en especial a
kaempferol y quercetina (Vasavi et al.,, 2016). En otro estudio donde evaluaron
extractos de la familia Zingiberaceae encontraron que, compuestos fenolicos como
zingerona y 6-gingerol a 500 ppm pueden inhibir QS en la produccién de piocianina
(P. aeruginosa) y violaceina (C. violaceum) en un 35% y 52% respectivamente
(Vijendra Kumar et al., 2014). Otro estudio realizado para la especie Syzygium
jambos se determind que los compuestos bioactivos en la atenuacién de los
factores de virulencia y la formacion de biopelicula de P. aeruginosa son:. 5-
hidroximetil-2-furfural y Betulina (Rajkumari etal., 2018). Finalmente, Allium
sativum tiene sustancias anti-QS como el ajoene y catequina (Vandeputte et al.,
2010; Jakobsen et al., 2012).

Tabla 1-2. Compuestos naturales con actividad inhibitoria del QS de P. aeruginosa

Tioo TS Resultado (concentracion pg/mL)
P P Biopelicula | Proteasa Elastasa Piocianina | Referencias
Quercetina
OH
OH
‘ 52% 40 % 37 % 60% (Ouyang
HO 0o (16) (16) (16) (16) et al., 2020)
g (1]
i) OH
% OH O
3 Catequina
i OH
HO O @ 50-90% 20-49% 50-90% 50-90% (Vandeputte
OH (1000) (1000) (1000) (1000) etal., 2010)
OH
OH
Carvacrol
8 oH (Tapi
< 0 o apia-
o (7790lf]|\/|) NR NR (765 lfjl\/l) Rodriguez
E ; : etal., 2017)
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Timol
(James
0,
OH NI NR NR (frzn/gl) Bound et al.,
2020)
Acido cafeico
(o]
35% 15%
HOD/\)\OH (4 mmoliL) NR NR (4 mmoliL)
HO
m -
% Acido cinamico
(e}
g— 45% NR NR 20% (Ugurlu et al.,
=3 " OH (4 mmol/L) (4 mmol/L) 2016)
o
LL
Acido ferdlico
| 1 45% 18%
OWOH (4 mmol/L) NR NR (4 mmol/L)
HO
Capsaicina
HO ;
20% (Rivera
\O:QVH/\/\/\)\ (50) NR NR NR etal,, 2019)
(0]
” (R)-Norbgugaine
()
S
=)
[ () 0, M
8 O\/R 83% NR NR 37% (Majik et al.,
< N (1,8 mM) (1,8 mM) 2013)
H
R= (CH2)12CH3s
Cafeina
0
~ 50-90% 20-49% 50-90% 50-90% (Sethupathy
(1000) (1000) (1000) (1000) et al., 2016)

NR: No reporta.

Estos estudios reflejan que las plantas pueden ser una fuente potencial para

controlar el sistema QS de P. aeruginosa y de esta manera ser una alternativa para

mejorar la respuesta a los antibiéticos. Adicionalmente, es importante resaltar que

Colombia cuenta con un alto potencial para dirigir las investigaciones en la




57

busqueda de nuevos principios activos y de esta manera plantear nuevas
estrategias terapéuticas (B. Gonzalez et al., 2001; Carlson, 2002; Carrefio, 2016;
Bouyahya et al., 2017).

1.4 Generalidades del género Piper

El nombre del género Piper es correspondiente al latin para “Pimienta” (peperi =
pimienta), refiriéndose a su especie mas representativa P. nigrum (Mufioz-Schick
et al.,, 2012; Sotelo, 2016). Este pertenece a la familia Piperaceae la cual hace
parte del orden Piperales, dentro del grupo Magnoliidea. Esta familia es una de las
mas grandes del mundo y se registra que es una de las mas antiguas de la
humanidad (Torres-Hormaza et al., 2020; Bernal, 2022). Tiene un gran niamero de
géneros y especies que la componen con aproximadamente diez géneros y
aproximadamente 4000 especies en el mundo (Garcia Barriga, 1992; Bernal,
2022). Los principales géneros que la constituyen son: Piper, Peperomia,
Trianaeopiper, Ottonia, Arctottonoa, Macropiper, Manekia, Pothomorphea,
Sarcorachis, Verhuellia y Zippelia. Las especies de esta familia tienen una alta
importancia econémica, comercial y medicinal, dentro de las que se destacan
especies como Piper nigrum que es usada como condimento, Piper betle como
estimulante, Piper ornatum con usos ornamentales, Piper sarmentosum y Piper
retrofractum usadas como plantas medicinales, entre otras (Parmar et al., 1997,
Suwanphakdee etal.,, 2016; Sen etal., 2019; Trujillo & Vargas, 2022; Bernal,
2022).

1.4.1 Distribucién a nivel mundial y en Colombia

El género Piper es uno de los géneros mas abundante de la familia Piperaceae que
comprende cerca de 1457 especies en el mundo que se encuentran en zonas entre
los 0 a 2500 m de altitud y algunas a los 3000 m (The plant list, 2021). Se
distribuyen principalmente en regiones tropicales y subtropicales de la region de las
Américas, Sur de Asia, Malasia y unas pocas en Africa e islas del pacifico (figura 1-
7). En América las regiones Andina y Centro América albergan la mayor parte de
las especies descritas (POWO, 2022; Trujillo & Vargas, 2022). En Colombia se
encuentran aproximadamente 693 especies de la familia Piperaceae ampliamente

distribuidas en los géneros Piper (415 spp.) y Peperomia (277 spp.) encontrdndose
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con mayor riqueza en la regiéon Andina, Pacifica, Caribe, Amazonia y Orinoquia
(Garcia Barriga, 1992).

Figura 1-7. Distribucién mundial del género Piper.

Tomado de: (POWO, 2022)

1.4.2 Aspectos morfologicos y taxondmicos

El género Piper cuenta con aproximadamente 2000 especies descritas que a su
vez se distribuyen en 9 subgéneros y un complejo llamado Piper sanctum, Piper
cinereum (Jaramillo et al., 2008). La clasificacion taxonémica del género Piper se

resume en la figura 1-8.
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Figura 1-8. Clasificacion taxonémica del género Piper.

Las especies de Piper tienen una alta variacion morfoldgica, por lo que se hace
necesario tener en cuenta los caracteres mas importantes para su clasificacion

taxondmica (figura 1-9). Algunas caracteristicas se mencionan a continuacion:

En cuanto a los aspectos morfolégicos se conoce que el profilo, correspondiente a
la primera hoja de una rama axilar que generalmente cubre el vastago del tallo y
gue se ubica entre el peciolo y el pedunculo, suele estar presente en la mayoria de
las especies y pueden presentarse en color rojo o verde blanquecino, deciduos o
persistentes o formar un anillo persistente. En algunas especies puede ser
suculento como en P. crassinervium. El tallo contiene entrenudos que pueden tener
colores caracteristicos al secarse y también fisuras, algunas especies tienen
verrugas cercanas al nudo o sobrecrecimientos epidérmicos. El peciolo puede
tener una prolongacion lateral que se extiende a lo largo del mismo o desarrollarse
parcialmente. También pueden tener sobrecrecimientos epidérmicos y dimorficos.
En cuanto a las hojas, estas pueden ser alternas, pecioladas, simples, enteras,
lobuladas, palmatinervias o plinervias, poseen tricomas en la parte abaxial
generalmente de diferente tipo y densidad. Las inflorescencias son su caracter mas
importante y de alto valor para su caracterizacion, son en forma de cordoncillo

solitarias o compuestas, su orientacion puede ser peduncular, erecta o arqueada,
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los colores pueden ser distintos y se observan en la bractea floral. El peddnculo en
algunas especies es de color vino tinto y por udltimo, sus frutos que generalmente
son bayas o drupas pueden ser negros o verdes y a veces no son visibles (Trujillo
& Vargas, 2022).

Figura 1-9. Principales caracteristicas morfolégicas del género Piper. 1. Hojas
simples, alternas y nervadas. 2. Inflorescencias en cordoncillo. 3. Tallos nudosos
(Elaboracion propia)

El habito de estas especies generalmente suelen ser arbustos que surgen en el
sotobosque, sin embargo, también se encuentran como arboéreas, lianescente,
sarmentosos, herbaceas o sufrdtices. La mayoria de las especies suelen ser
umbrofilas (que habitan en la sombra), pero especies abundantes como P.
aduncum pueden ser helidfilas (que habitan en zonas abiertas y con abundante
lGz). Para algunas especies, la caracterizacion de su hébito suele ser diagndstico

para su identificacion (Trujillo & Vargas, 2022).

1.4.3 Usos etnobotanicos de especies del género Piper

Las especies del género Piper han sido ampliamente utilizadas en el mundo por
presentar una variedad de aplicaciones en la industria, en la medicina y con fines
alimenticios (Ghosh et al., 2014). Estas especies representan para la economia un
alto valor agregado, debido a su amplia variedad de usos alimenticios y
medicinales por comunidades ancestrales, entre las que se destaca P.
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methysticum, P. aduncum, P. nigrum y P. marginatum (Siges et al., 2005; Roersch,
2010; Maciej etal.,, 2011; Nagori etal.,, 2011; Céceres & Kato, 2014; Durant-
Archibold etal.,, 2018; Salehi etal., 2019; Sen etal.,, 2019). La especie mas
representativa del género es P. nigrum que es conocida por producir la pimienta
gue se usa ampliamente en preparaciones alimenticias, por su uso como repelente
de insectos y a nivel medicinal para tratar infecciones respiratorias (Siddiqui et al.,
2005; Sen etal., 2019). La especie P. methysticum es otra de las especies
representativas del género, la cual es usada cominmente en la preparaciéon de
bebidas sedantes, tratamiento del asma y también en infecciones urinarias (Brown-
Joel etal., 2018). Otra especie conocida es P. betle comUunmente utilizada en
preparaciones tradicionales como estimulante y para tratar infecciones respiratorias
(Nagori etal.,, 2011; Ghosh etal.,, 2014; Sen etal., 2019). La especie P.
sarmentosum es también ampliamente conocida por sus usos medicinales para
tratar el reumatismo, por sus propiedades culinarias y pesticidas (Farhana Syed Ab
Rahman, 2016). Varios de los usos etnomedicinales que presentan las especies de
Piper estan relacionados con el potencial como fungicida, insecticida, bactericida y
anticancerigeno (Navickiene et al., 2006; Carmona-Hernandez et al., 2014; Mufioz
et al., 2018; Patifio-Bayona et al., 2021). Otras especies de este género que tiene

reportes de usos medicinales se relacionan en la tabla 1-3.

Tabla 1-3. Usos etnobotanicos de especies del género Piper.

Especie Organo Uso etnobotanico Lugar Referencia

Alimenticio, repelente de

P (Suroowan &
) ) insectos, cataplasmas o
P. nigrum Hojas ) Africa Mahomoodally,
para tratar afecciones

pulmonares 2016)
Calmante, relajante (Brown-Joel
muscular, et al., 2018)
P. methysticum Raices Tratamiento para el Islas Pacificas

(Baguley et al.,
2016)

asma, infecciones del

tracto urinario

(Suroowan &
) Tratamiento de .
P. betle Hojas ] ) ] Africa Mahomoodally,
desodrdenes respiratorios

2016)

Hojas y Tratamiento de ) . .
P. sarmentosum . . China (Li & Xing,
raices reumatismo
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2016)
, Antimicético, y (Fosberg et al.,
Hojas . . Amazonas
antimicrobiano 1990)
] Tratamiento de eripselas, .
Hojas y o . (Brazéo et al.,
P. aduncum cistitis, desordenes Brasil
frutos o 2014)
digestivos
Tratamiento estomacal y ) (Siges et al.,
Raices ) ) New Guinea
respiratorio 2005)
Dolor de cabeza, (Tene et al.,
P. bogotense Hojas estomago, dermatitis y Colombia 2007; Calderon
desinfectante et al., 2010b)
Tratamiento )
) o ) (J. K. R. da Silva
antihemorragico y Brasil
o etal., 2014)
diurético
o Hojas ) ) ) (Friedrich et al.,
P. hispidum Tratamiento de la malaria Colombia
2005)
Tratamiento contra la
o 3 (M. P. Gupta
conjuntivitis, diarrea 'y Panama
) etal., 1993)
hemorragias
Hojas y Tratamiento de malaria, ) (da Silva Pinto
P. peltatum ) o » Brasil
raices leshmaniasis, y hepatitis et al., 2009)
Tratamiento en
. infecciones urinarias, de Africa. Asia
Raices ) . . \ca, Asiay (Roersch, 2010)
la piel, digestivos, Latinoamérica
P. umbellatum
antinflamatorios
Hojas Cicatrizante Indonesia (Silalahi et al.,
2015)

Adicionalmente las especies de Piper se resaltan por presentar importantes

actividades biologicas atribuyendo su potencial como fungicida, insecticida,

bactericida y antihelmintica (Chakraborty & Shah, 2011; Carmona-Hernandez et al.,
2014; Muioz et al., 2018; Patifio et al., 2018; Patifio-Bayona et al., 2021). Dentro

de las aplicaciones medicinales se ha reportado que la especie Piper betel

(extracto acuoso), ha presentado potencial antimicrobiano frente a E. coli (extracto

acuoso), S. aureus (extracto metanolico) y Proteus vulgaris (extracto éter)

(Chakraborty & Shah, 2011). Para las especies Piper nigrum y Piper longum se ha

reportado actividad frente a S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli y P. aeruginosa
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(Trivedi et al., 2011). Adicionalmente se ha reportado el potencial de especies de
Piper con potencial como antifungicos, frente a Fusarium. oxysporum f. sp.
Passiflorae, Cladosporium cladospororides, Botrytis Cinérea (Navickiene et al.,
2006; Parra etal., 2011; Parra Amin etal., 2019). Como insecticidas frente a
Sitophilus zeamais (Patifio-Bayona et al., 2021) y como anticancerigeno en lineas
celulares de pulmoén, préstata y mama (Mufioz etal.,, 2018). Otros usos de

actividad biolégica para especies de este género se relacionan en la tabla 1-4.

Tabla 1-4. Actividades biologicas de especies de Piper.

Especie Organo Actividad biolégica Referencia
P. pertomentellum, P. (Celis et al., 2008;
asperiusculum, P. Aceite esencial Insecticida (S. zeamais) Patifio-Bayona et al.,
aducnucm, 2021)

Antibacteriano (S.
P. nigrum Hojas aureus, Bacillus subtilis, (Trivedi et al., 2011)

E. coliy P. aeruginosa)

Antibacteriano (E. coli, S. | (Chakraborty & Shah,

P. betel Hojas .
aureus, Proteus vulgaris) 2011)
P. eriopodon, P.
aduncum, P. amalago,
P. arboreum, P.
arthante, P. Parte aérea Anticancerigeno (Mufioz et al., 2018)

asperiusculum, P.

bogotense, P.

cumanense
Antibacteriano (S.
P. longum Hojas aureus, Bacillus subtilis, (Trivedi et al., 2011)
E. coliy P. aeruginosa)
) Antibacteriano (S. .
Parte aérea ) o (Brazéo et al., 2014)
aureus, S. epidermidis)
P. aduncum Antifingico o
) (Navickiene et al.,
Frutos (Cladosporium
) 2006)
cladospororides)
Antifungico
(Trichophyton (Tangarife-Castafio
i Rubrum, T. et al., 2014)
P. bogotense Parte aérea Mentagrophytes)

Antiparasitario

(Tripanosoma cruzi) (Lealetal, 2013)
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P. cumanense

Hojas

Antifungico

(Botrytis
Cinérea, Fusarium
Oxysporum)

(Parra et al., 2011)

P. lanceafolium

Hojas

Antifungico

(C. albicans)

(Lopez et al., 2002)

P. umbellatum

Hojas

Antibacteriano

(Salmonella
typhimurium,
Shigella flexneri y
Enterococcus
faecalis )

(Silva et al., 2014)

1.4.4 Estudios fitoquimicos en el género Piper

En cuanto a la composicion quimica de las especies del género Piper, esta ha sido

ampliamente documentada, reportando una diversidad de compuestos aislados

entre los que se resalta las amidas, cromenos, fenilpropanoides, terpenos, acidos

benzoicos, lignanos, algunos alcaloides y fenoles. (Parmar etal.,, 1997; do

Nascimento et al.,, 2012; Salehi et al., 2019). Algunos de estos compuestos que

han sido previamente documentados se relacionan en la figura 1-10.
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Figura 1-8. Metabolitos representativos del género Piper

1.4.5 Actividad antibacteriana e inhibitoria del QS de especies del

género Piper

Las especies de Piper son fuente potencial de sustancias antibacterianas, por lo

gue se hace importante la busqueda de nuevas sustancias que ayuden a controlar

a bacterias multirresistentes como P. aeruginosa. Dentro de las especies de este

género que tienen reporte de propiedades antimicrobianas se presentan en la tabla

1-4). Se ha reportado el potencial antimicrobiano de especies del género Piper

frente a bacterias de importancia en salud puablica entre las que se encuentra Piper

betle frente a E. coli, S. aureus y Proteus vulgaris (Chakraborty & Shah, 2011), y

para P. nigrum y Piper longum frente a S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli y P.
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aeruginosa (Trivedi et al., 2011). Asi mismo se demostrado que P. pesaresanum,

P. daniel-gonzalezzi, P. glanduligerum, P. crassinervium y P. umbellatum han

tenido potencial inhibitorio frente a P. aeruginosa (Vallejo et al., 2014). De esta

manera, a pesar de que varias especies de Piper han demostrado tener potencial

antimicrobiano, no se les ha identificado los posibles constituyentes responsables

de esta actividad.

Tabla 1-5. Estudios de actividad antimicrobiana de extractos de especies del

género Piper.

. Tipo de . . Método de .
Especie Microorganismo _ Resultado Referencia
muestra bioensayo
3mm
E. coli (1200
mg/mL)
L 2.2 mm
) Difusion en (Chakraborty &
P. betle Hojas S. aureus ) (1200
disco Shah, 2011)
mg/mL)
2.5 mm
P. vulgaris (200
mg/mL)
25 mm
S. aureus
(10 mg/mL)
- 19 mm
) B. subtilis
P. nigrum (10 mg/mL)
24 mm
E. coli
(20 mg/mL)
] 18 mm
P. aeruginosa o o
Difusion en (20 mg/mL) (Trivedi et al.,
Frutos )
disco 24 mm 2011).
S. aureus
(20 mg/mL)
. 20 mm
B. subtilis
. (10 mg/mL)
Piper longum
. 23 mm
E. coli
(20 mg/mL)
) 19 mm
P. aeruginosa
(10 mg/mL)
P. Parte P. aeruginosa Dilucion en Andlisis (vallejo et al.,
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pesaresanum | aérea placa cualitativo 2014).
P. daniel- (+). Todas
gonzalezzi inhiben.
P.
glanduligerum
P.
crassinervium
P. umbellatum
CMI
P. Hojas b aeruginosa Microdilucion 1024 (Costaet al.,
tuberculatum ' en caldo 2010)
pg/mL

Por otra parte, se ha reportado que los aceites esenciales de especies del género

Piper, tales como P. amalago, P. marginatum, P. hispidum y P. aduncum.,

presentan potencial antimicrobiano frente a bacterias de importancia publica como

E. coli, S. aureus, B. subtilis y P. aeruginosa (Majolo et al., 2019; Noriega et al.,

2019). En la tabla 1-6 se reporta la actividad y la composicién de los aceites para

algunas especies del género Piper.

Tabla 1-6. Estudios de actividad antimicrobiana de aceites esenciales de especies

del género Piper.

Especie Microorganis Metodo de CMI (ug/mL) Composicién Reft_erenc
mo bioensayo ia
safrol (67.0 %),
metil eugenol (7.2
P. callosum 3750 %), B-pineno (6.6
%) and a-pineno
(6.4 %),
P.
L safrol (89.3 %),
hispidinervum 3750 miristicina (4.0 %), (Majolo
Aeromonas
. MD - etal.,
hydrophila y-terpineno (27.3
. 2019)
P. hispidum 937.5 %), p-cimeno (14.0
' ' %) and a-terpineno
(12.0 %).
0-3-careno (13.1
P. %), propiopiperona
marginatum 2344 (8.0 %), (E)-
cariofileno (6.8 %).
E coli 50-200 B -felandreno (Araujo
(20,42 %), Baptista
P. amalago L. MD espatulenol (10,34 etpal
S. aureus 50-200 %), 2019)
biciclogermacreno
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Enterococcus (8,50%)ya-
faecalis 100-200 pineno (7,29 %).
S. aureus 500 Dilapiol (76.5%) ~
miristicina (2.1%), (Brazao
P. aduncum MD . etal.,
apiol (1.2%) 2014)
S. epidermidis 250 elemicina (0.8%)
E-B-cariofileno
P. leticianum 180 (21,8)y
Germacreno D (9). (Noriega
Streptococcus DD E-B-cariofileno etal.,
mutans
27.1)y 2019)
P. augustum 180
Germacreno D
(11.2).

MD: Microdilucién, DD: Difusién en disco

Asi mismo hay otros estudios que también se han enfocado a tratar de identificar
los compuestos activos de especies del género Piper, por ejemplo, para P.
sarmentosum que presenté una CMI de 500 ppm frente a B. subtilis y S. aureus, la
actividad ha sido atribuida a los compuestos [3-sitosterol y 3-(3’,4’,5'-trimetoxi-
fenilpropanoil)pirrolidina (Atiax et al., 2006). En otro estudio se encontré que un
compuesto aislado de P. maingayi correspondiente a N-isobutil-15-(3",4"-
metilenedioxifenil)-2E,4E,12Z-pentadecatrienamida) presenté una CMI de 250 ppm
frente a S. aureus, E. coli y P. aeruginosa (Hashim et al., 2019). Para la especie P.
sarmentosum Rozblam se aislaron los compuestos braquiamida B y piperonal, que
han presentado actividad antimicrobiana frente a hongos y bacterias patégenas del
arroz (Rhizoctonia solani, Bipolarias oryzae, Xanthomonas oryzae) (Puzi etal.,
2011). En la tabla 1-7 se relacionan algunos estudios enfocados en la actividad

antimicrobiana de compuestos que han sido aislados de especies de Piper.

Tabla 1-7. Estudios de actividad antimicrobiana en el ensayo de microdilucién para

compuestos aislados de especies del género Piper.

Especie Compuesto Microorganismo | CMI (ug/mL) Referencia
B. subtilis NI
E. coli NI

[-sitosterol i

P. aeruginosa NI

P. (Atiax et al.,
S. aureus 500

sarmentosum 2006).
) ] B. subtilis 500
3-(3",4’,5'-trimetoxi- i
E. coli NI
fenilpropanoil)pirrolidina i

P. aeruginosa NI
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S. aureus NI
N-isobutil-15-(3",4"-
_ _ metilenedioxifenil)- S. aureus, E. coli 250 (Hashim et al.,
P. maingayi )
2E,4E,127- y P. aeruginosa 2019).
pentadecatrienamida)
Metil-8-hidroxi-2,2- B. subtilis y E: (Orjala et al.,
P. aduncum | dimetil-2H-cromeno- ) 8.5 nmol
6-carboxilato coli 1993)
i . Ve G. M. Costa
P. hispidum 2-hidroxi 3’4.'4 .6 S. aureus 250 (
tetrametoxichalcona et al., 2016)

Teniendo en cuenta lo anterior, estos estudios reflejan el potencial antimicrobiano
de especies de este género frente a P. aeruginosa, sin embargo, son muy pocos
los que se han dirigido a la evaluaciéon del QS de este patégeno. En la tabla 1-8 se
reportan algunos estudios sobre la actividad frente a fenotipos asociados al QS de
P. aeruginosa, asi como también para otras bacterias Gram negativas. Se ha
reportado esta actividad para algunos extractos de especies de Piper,
encontrandose que en la formacién de biopelicula de P. aeruginosa P. betle ha
mostrado efectos inhibitorios en un 75 % a una concentracion de 200 ug/mL (Tan
et al.,, 2013; Datta etal.,, 2016). En cuanto a otros factores de virulencia de P.
aeruginosa se ha reportado que los extractos de hojas (hexano, metanol y
cloroformo) de P. betle ha mostrado que tienen la capacidad de inhibir la
produccion de piocianina en un 60 % a 150 ug/mL. Otro estudio de la misma
especie evidencia que tiene potencial anti-QS con concentraciones entre 25-200
Mg/mL para inhibir piocianina y la motilidad swarming de P. aeruginosa (Tan et al.,
2013; Datta et al., 2016). Para otros extractos como los frutos de Piper longum se
ha reportado un halo de inhibicién de 6 mm frente a otras bacterias Gram negativas

como C. violaceum (Zaki, 2013).

Tabla 1-8. Estudios de QS de extractos de especies del género Piper.

Especie e 8 Microorganismo I\/I_etodo e Resultado Referencia
muestra bioensayo
. Inhibicion de 0 (Tan et al.,
P. betle Hojas P. aPeRJ(g)gllnosa formacion de & /7n(12|_())0 2013; Datta
' biofilm K9 etal., 2016)
P. longum L Frutos C. violaceum Difusion en 6mm zona (zaki, 2013)
-1ong ' disco anti-QS '
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S (Martin-
0,
P. delineatum Hojas V. harveyi t)'%mf::ﬁ'rﬁgciié?a 50 /;)ngi())o Rodriguez
H9 etal., 2015)
Inhibicién de
P. aeruginosa formacion de NI ]
biofilm (Vazquez-
P. nigrum Semillas — Martinez et al.,
_ Inhlbl_c_lon _d,e 95 % (2000 2020)
C. violaceum cuantificaciéon
. p pg/mL)
de violaceina
NI: No inhibe

Ademds, también se ha reportado la actividad sobre los aceites esenciales de
especies de Piper (tabla 1-9), encontrandose que en la formacion de biopelicula de
P. aeruginosa el aceite esencial de P. nigrum a 50 yL/mL causa una inhibicién del
26 % (Tan et al., 2013; Amrutha et al., 2017). En relacién con la cepa bioindicadora
C. violaceum, se ha reportado que los aceites esenciales de las especies P.
bogotense, Piper brachypodom, Piper bredemeyeri, han mostrado actividad con
50% (Clsp) de 513, 93 y 45 pg/mL
respectivamente (Olivero V et al., 2011), el aceite esencial de P. nigrum a 50

una concentracidon inhibitoria del

ML/mL inhibe la produccién de violaceina en un 16 % (Tan et al.,, 2013; Amrutha
et al., 2017).

Tabla 1-9. Estudios de QS de aceites esenciales de especies del género Piper.

. . : Método de o2 :
Especie Microorganismo bioensayo Resultado | Composicion | Referencia
Inhibicion de o
P. aeruginosa formacion de 26% (50 (Tan et al.,
o pL/mL) .
. biofilm 2013;
P. nigrum — ND
Inhibicion de 16% (50 Amrutha
C. violaceum cuantificacion . etal., 2017)
. . pL/mL)
de violaceina
transsabineno
hidrato (14.2
P. bogotense ICs0 513 %), a-
pg/mL
felandreno ~
(13.7 %) (Castarieda
trans-g- etal., 2007;
Inhibicién de cariofieno Olivero-
P. C. violaceum cuantificacion 1C50-93 . Verbel
- . (20.2 %), oxido .
brachypodom de violaceina pg/mL I et al., 2009;
de cariofileno .
Olivero V
(108%) | oa1 2011)
sabineno/B- ’
P. ICs0 =45 pineno (33.8
bredemeyeri pg/mL. %), a-pineno
(20.3 %)

ND: No determinado
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Adicionalmente, los estudios sobre actividad anti-QS de compuestos aislados de
especies de Piper han sido limitados, sin embargo, se presentan reportes para dos
compuestos aislados de la especie P. nigrum donde se evidencia que tiene
potencial en la inhibicién de la violaceina de la cepa biosensora C. violaceum, pero
no en la formacién de biopelicula de P. aeruginosa (tabla 1-10).

Tabla 1-10. Estudios de QS de compuestos aislados de especies del género Piper.

: . . Método de :
Especie Compuesto Microorganismo . Resultado | Referencia
bioensayo
] Inhibicion de
P. aeruginosa o
formacion de NI
o (PAO 1) .
piperina biofilm
C. violaceum Cuantificacion 70 %
. i (Vazquez-
) (CVv026) de violaceina (50 pg/mL)
P. nigrum — Martinez
) Inhibicién de
P. aeruginosa . et al., 2020)
formacion de NI
_ . (PAO 1) .
trichostachina biofilm
C. violaceum Cuantificacion 12 %
(CVv026) de violaceina (50 pg/mL)
-)-(2S)-7,5"-
- (2s) o (Martin-
P. Dihidroxi-5,3'- o ) Inhibicién de la ICs0
. . . Vibrio harveyi . . . 206 pg/mL | Rodriguez
delineatum | dimetoxiflavanona bioluminiscencia
et al., 2015)

En este sentido se evidencia que especies de este género han demostrado asi su
potencial para controlar patdgenos desde la deteccion del sistema QS, siendo
interesantes para evaluar su potencial biolégico y asi poder contrarrestar la

resistencia bacteriana que presenta P. aeruginosa.

1.4.6 Generalidades de P. pertomentellum

La especie P. pertomentellum Trel. & Yunk. se encuentra distribuida en los Andes,
cordillera central y pos. Oriental. Es endémica de Colombia, se encuentra sobre los
1000 — 1500 msnm principalmente en los departamentos de Antioquia, Caldas y

Cundinamarca (POWO, 2022; Bernal, 2022). Se caracteriza porque su habito es
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arbustivo, tiene inflorescencias en espiga, la disposicion de las hojas es alternas,
su haz es color verde claro y el envés verde un poco mas oscuro y crece en
biomas tropicales humedos (figura 1-11) (Bernal, 2022). En cuanto a la actividad
biol6gica reportada para esta especie, se encuentra que tiene potencial en la
inhibicion de hongos fitopatégenos como Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae y
Colletotrichum tamarilloi, asi como también la inhibicibn de enzimas como
acetilcolinesterasa y lipasa pancreatica. Estos estudios asocian su actividad
biolégica a la presencia de los metabolitos representativos de tipo fendlico,
terpénico o esteroide (Patifio et al.,, 2018). A nivel fitoquimico esta especie no

presenta estudios, y tampoco de actividad antibacteriana y de quorum sensing.

Figura 1-9. Espécimen de Piper pertomentellum Trel. & Yunk.

(Elaboracién propia)
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2.Metodologia

2.1 ldentificacion de especies del género Piper con
potencial anti-QS

2.1.1 Procedimientos generales

Para la preparacion de las soluciones stock de los extractos y compuestos se
empleé como solvente dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®, Alemania), adquirido
comercialmente y previamente filtrado por una membrana de nylon de 0,45 um. En
los ensayos de actividad biol6gica se emplearon cepas de referencia comerciales
de la American Type Culture Collection (ATTC®), correspondiente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC BAA-47 para los ensayos de susceptibilidad y formacién de
biopelicula, mientras gue Chromobacterium violaceum ATCC 12472 para el ensayo
de produccién de violaceina. Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y
mantenimiento de las bacterias y para la realizacion de los bioensayos fueron Luria
Bertani (LB) y Cetrimide (C), adquiridos comercialmente (Liofilchem®, ltalia). Los
ensayos de susceptibilidad y de formacién de biopelicula se realizaron en
microplacas de 96 pozos fondo redondo (Nest®, California, EE. UU) y los ensayos
de produccién de violaceina en microtubos estériles con tapon de rosca
(SureSeal™.). Durante el proceso de tincién de biopelicula se utilizaron reactivos
comerciales como buffer fosfato salino (PBS) (Sigma-Aldrich), cristal violeta
(Sigma-Aldrich) y etanol al 96% (grado técnico). Como controles se utilizaron
gentamicina (MK®) y timol (Sigma-Aldrich).

Entre los equipos empleado para el crecimiento de los microorganismos se empled
un agitador orbital con temperatura (Jeio tech®, Daejeon, Republica de Corea) y
una incubadora (Nuaire®, Minnesota, EE. UU). Para la centrifugacion de las
muestras en los ensayos de producciébn de violaceina se empled una
microcentrifuga (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), para las mediciones de
densidad Optica (DO) y de absorbancia un lector de microplacas Multiskan sky
(Thermo Fischer Scientific®, Waltham, EE. UU) y para concentrar los extractos se

utilizé un rotaevaporador (Heidolph, Schwabach, Alemania).
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2.1.2 Mantenimiento y preparacion de la suspension bacteriana para

los ensayos:

Para la conservacion de las caracteristicas morfologicas, fisiologicas y genéticas
de las cepas se empledé el método de congelacion a -70 °C usando como
criopreservante glicerol al 10 %.

P. aeruginosa: Se tomo una colonia aislada del microorganismo y se cultivo en

caldo Luria Bertani (LB), por 24 h a 37 °C y 180 rpm en un agitador orbital. A partir
de esta indculo se prepard una dilucion 1:100 en caldo LB, del cual se toman 2 L
para el ensayo de susceptibilidad bacteriana para obtener una concentracion final
de 1*10° UFC/mL en el pozo y para el ensayo de inhibicién de biopelicula se tomé
directamente del cultivo de toda la noche para obtener una concentracion final en
el pozo de 1*108 UFC/mL.

C. violaceum: Se tomd una colonia aislada del microorganismo y se incubd
estaticamente en caldo LB a 30 °C por 24 h en una incubadora. A partir de esta
siembra se prepar6 una suspension bacteriana en caldo LB que se ajusté a una
DO de 0.4 a 600 nm.

2.1.3 Colecta de material vegetal y preparacion de extractos etandlicos

El material vegetal utilizado en este estudio proviene de 19 especies recolectadas
por el grupo de investigacion en salidas de campo en Cundinamarca, Boyaca y
Santander. De estas especies, 12 estan amparadas bajo el marco de la amnistia
establecido en el articulo 6° de la ley de 1955 de 2019 y 6 se encuentra legalizadas
bajo el contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados (Resolucion
No. 0255 del 14/03/2014, Contrato de acceso a Recursos Genéticos y sus
productos derivados No. 121 de 22/01/2016. OTROSI No. 21) celebrado entre la
Universidad Nacional de Colombia y el Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo
Sostenible. Finalmente, se incluy6 1 especie (P. nigrum) introducida y cultivada en
Colombia, a la empresa Pimienta Pepper trading S.A.S. Las muestras de herbario
fueron enviadas para su determinacion al Herbario Nacional Colombiano y/o al

Herbario de la Universidad de Antioquia.
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Para la preparacion de los extractos etandlicos, el material vegetal (seco y molido)

fue sometido a extraccion por maceracion con etanol al 96 % a temperatura

ambiente. En el proceso se realizaron 4 extracciones con cambios de disolvente

cada 4 dias y en cada una de ellas el disolvente fue retirado mediante el empleo de

un rotaevaporador. En este estudio se evaluaron un total de 21 extractos etanolicos

provenientes de especies del género Piper (Tabla 2-1).

Tabla 2-1. Extractos provenientes de especies de Piper sometidos a la evaluacion

del potencial inhibitorio sobre el QS y la formacion de biopelicula

Cdédigo de Especie Organo Lugar de_ Codlgo_de
extracto procedencia herbario
. - Puerto Boyacéa —
El Piper a””$at'5p'ffm Trel. & Hojas Via Betania- HUA 217579
unck.
Otanche
E2 Piper asperiusculum Kunt ** Hojas San Matfeo COL579924
(Boyacd)
E3 Piper asperiusculum Kunt ** Inflorescencias San Matgo COL579924
(Boyacd)
Puerto Boyaca —
E4 Piper asperiusculum Kunt ** Tallos Via Betania- HUA 217640
Otanche
E5 P. bogotense C.DC* Parte aérea Ch_oachl I(_jentlflcada
(Cundinamarca) sin Voucher
Parque Nacional
E6 P. bogotense C.DC* Parte aérea Enrique Olaya Ic_ientlflcada
Herrera sin Voucher
(Bogota D.C.)
E7 Piper ceanothifolium Kunt** Inflorescencias El (_Zoleglo HUA 217583
(Cundinamarca)
ES8 Piper cumanense Kunt.** Parte aérea Arcabuco (Boyaca) HUA217578
E9 Piper cundinamarcanum Trel** Hojas Apulo HUA217592
(Cundinamarca)
. . . . . Identificada
*%
E10 Piper eriopodon Miq. Parte aérea Arcabuco (Boyaca) sin Voucher
Puerto Boyaca —
El1 Piper falcifolium Trel.* Hojas Via Betania- HUA 217600
Otanche
Puerto Boyaca —
E12 Piper grande Vahl** Hojas Via Betania- HUA 217596
Otanche
Puerto Boyaca —
E13 Piper haughtii Trel. & Yunck.** Hojas Via Betania- HUA 217598
Otanche
Adquirida
comercialmente a la
El4 Piper nigrum L. Semilla empresa Pimienta NA
Pepper trading
S.AS
. . . Viota Identificada
E15 Piper peltatum L. Inflorescencias (Cundinamarca) sin Voucher
E16 Piper pertomentellum T. & Y.* Parte aérea San Mateo Identificada
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(Boyaca) sin Voucher
E17 Piper pertomentellum T. & Y.* Tallos San Mat,eo Ic_ientlflcada
(Boyacd) sin Voucher
E18 Piper pesaresanum C.DC.** Parte aérea Santa Barbata COL553307
(Santander)
. . Puerto Boyaca —
E19 Piper statanurP*TreI. & Parte aérea Via Betania- HUA 217602
Yunck.
Otanche
. Puerto Boyacé —
E20 Piper sucreense Trel. & Hojas Via Betania- HUA 217595
Yunck.**
Otanche
. . Viota Identificada
*
E21 Piper umbellatum L. Hojas (Cundinamarca) sin Voucher

*Contrato de acceso a recurso genético (CARG), ** Amnistia, NA: no aplica

2.1.4 Ensayo de susceptibilidad bacteriana en P. aeruginosa

La determinacion de la susceptibilidad de P. aeruginosa se realizé siguiendo el
protocolo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) con algunas
modificaciones (CLSI, 2018). Se utiliz6 una placa de 96 pocillos en la que se
afiadieron 2 pL de cada extracto previamente solubilizados en DMSO que
permitiera obtener una concentracion final en el pozo de 1000, 250 y 62.5 ppm.
Posteriormente, se agregaron 2 pL del in6culo de P. aeruginosa previamente
preparado a una dilucién 1:100, para obtener una concentracion final en el pozo de
5 x 10° UFC/mL y se completo a 200 pL con caldo LB. Posteriormente de la
incubacién a 37 °C por 24 h, se tom0 la lectura de densidad 6ptica (DO) a 600 nm
y con los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de crecimiento (Ecuacién 1). Los
ensayos se realizar6n por triplicado y con dos réplicas independientes. Como
controles se emplearon de crecimiento (Bacteria + DMSO 2%), inhibicién
(gentamicina a 2 ppm) y esterilidad (medio LB y extractos con 2% DMSO). En el
caso de los tratamientos que presentaron efecto antibacteriano teniendo en cuenta

las diferencias significativas (p <0.05) fue necesario disminuir mas la concentracion

.. DO tratamiento
% Crecimiento = (W) x 100 D

2.1.5 Ensayo de formacion de biopeliculas en P. aeruginosa

El efecto de los 21 extractos en la formacion de biopeliculas de P. aeruginosa se
realiz6 mediante el método de tincién con cristal violeta descrito en la literatura con

algunas modificaciones (O’'Toole & Kolter, 1998; O’'Toole, 2011). En una placa de
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96 pocillos se adicioné 2 pL del extracto para obtener una concentracion final en el
pozo de 62.5 ppm (concentracion subinhibitoria), 2 pyL del inéculo de toda la noche
(18 =24 h con DO 1.0 - 1.2 nm) y 196 uL de caldo LB. Posteriormente se realizo
incubacién estatica durante 24 h a 37 °C en una incubadora. Pasado este tiempo
se descartd el sobrenadante, se lavo la placa dos veces con PBS y se dejo secar
sobre una toalla de papel por media hora en una estufa a 50 °C. Para el proceso
de tincion se adicion6 250 uL de cristal violeta (0.1 %), y se dejé en reposo por 15
min a temperatura ambiente. Luego se descartd la solucién de cristal violeta no
adherido a la biopelicula, se lavé tres veces con PBS para eliminar el exceso de
colorante y se dejo secar nuevamente. Finalmente se afiadieron 250 pL de etanol
al 96% para solubilizar el cristal adherido a la biopelicula y se tomaron lecturas de
absorbancia a 570 nm. Como controles se emplearon de formacion de biopelicula
(Bacteria+ DMSO 2%), inhibicion (gentamicina a 1.5 ppm) y esterilidad (medio LB y
extractos con “% DMSO). Para todos los ensayos, se realizaron cinco réplicas con
dos repeticiones independientes y los resultados se expresaron como porcentaje
de formacién de biopelicula (ecuacion 2).

Abs tratamiento

% formacion de biopelicula = ( )x 100 (2

Abs control

2.1.6 Ensayo de cuantificacion de la produccion de violaceina

La evaluacion de la deteccion de QS en C. violaceum se realizé mediante el
método de cuantificaciéon de violaceina descrito en la literatura con algunas
modificaciones (Luis et al., 2016; Aleksic et al., 2018). Se prepard una suspension
bacteriana de C. violaceum en caldo LB que se ajustd a una DO de 0.4 nm. De los
extractos se agregaron 5 L de cada tratamiento para obtener una concentracion
final en el tubo de 62.5 ppm, asi mismo se adicioné 5 uL del inéculo ajustado y se
complet6 con caldo LB hasta alcanzar un volumen final en el tubo de 500 pL. Se
dej6 incubar durante 24 h a 30 °C. Pasado este tiempo se centrifugd el cultivo a
15000 rpm por 10 minutos para separar el pigmento de las células planctonicas.
Una vez descartado el sobrenadante se afiadieron 500 uL de DMSO y se agitd con
vortéx para solubilizar el pigmento, nuevamente se volvié a centrifugar a 15000
rom durante 10 minutos para precipitar las células que se hubieran suspendido.

Finalmente, se transfirié 200 pyL del sobrenadante de cada uno de los tratamientos
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y controles a una placa de 96 pocillos y se ley6é su absorbancia a 585 nm en un
lector de microplacas. Como controles se emplearon produccion de violaceina
(bacteria + DMSO 2%), inhibicion (timol a 100 ppm) y de esterilidad (medio LB sin
0 con extractos o compuestos). Para todos los ensayos, se realizaron cinco
réplicas con dos repeticiones independientes y los resultados se expresaron como
porcentaje de produccion de violaceina (Ecuacién 3).

Abs tratamiento
Abs control

% produccion de violaceina = ( )x 100 (3)

2.1.7 Criterio de seleccion de extractos con potencial de inhibicion

de quorum sensing

Para la seleccién de los extractos promisorios se tuvieron en cuenta aquellos que
presentaron un efecto significativo (prueba estadistica Duncan (p <0.05) en la
formacion de biopelicula de P. aeruginosa y en la produccién de violaceina de C.
violaceum a una concentracion que no afecté el crecimiento de P. aeruginosa
(figura 2-1).

Para los extractos seleccionados anteriormente se evaludé la produccion de
violaceina de C. violaceum descrito en el numeral 2.1.6 y formacién de biopelicula
de P. aeruginosa descrito en el numeral 2.1.5 en un rango de concentraciones de
1000 ppm a 0.97 ppm, con el fin de determinar a concentracion inhibitoria 50 (Clsp)
utilizando el programa GraphPad Prism 8.0.2 con un nivel de confianza del 95 %. y

la concentracién inhibitoria de biopelicula (BIC).

Finalmente, la especie con la menor BIC y Clsoy con pocos reportes en la literatura
sobre su actividad bioldgica y/o su composicion quimica, se escogid para continuar

con el estudio fitoquimico.
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Ensayo de susceptibilidad
Determinacion una concentracion sub-inhibitoria que se
utiliza en los siguientes bioensayos (250 ppm — 62.5 ppm)

v v
Ensayo de formacion de biopelicula Ensayo de produccion de violaceina
(P. aeruginosa) (62.5 ppm) (C. violaceum) (62.5 ppm)

> R TR
e

1. Criterio de seleccion especies
promisorias (6)
Inhibicién significativa en los dos ensayos
(p <0.05) (Prueba Duncan)

I
¥ v

Ensayo de formacién de biopelicula Ensayo de produccion de violaceina
Determinacionde BIC (1000 ppm — 0.97 ppm) Determinacionde Clsy (1000 ppm — 0.97 ppm)
A
2. Criterio de seleccidn de una especie promisoria
a. Especiecon <BIC y < Clyg

b. Especie con pocos reportes en la literatura sobre su
actividad biolégicay composicién quimica.

Figura 2-1. Diagrama metodoldgico realizado para la identificacion de especies

del género Piper con potencial anti-QS.

2.1.8 Analisis estadistico

Para todos los ensayos se realizé la prueba estadistica ANOVA de una via
considerando los supuestos de la prueba (normalidad, homogeneidad de
varianzas, independencia, aleatoriedad y valores atipicos) para determinar si
existian diferencias significativas en los ensayos. Los datos que presentaban
diferencias significativas (p < 0.05) se sometieron a la prueba de comparacion
multiple Duncan, para confirmar en qué grupo ocurrian las diferencias. Estos
andlisis se realizaron en el programa estadistico R studio®. Todos los resultados

informados corresponden a la media de cinco réplicas de una repeticion
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independiente con menor coeficiente de variacion y su respectiva desviacion

estandar, utilizando una significancia estadistica de p < 0.05.

2.2 Estudio fitoquimico de la parte aérea de P.

pertomentellum

2.2.1 Procedimientos generales

Para el fraccionamiento del extracto se emple6 cromatografia liquida al vacio (CLV)
utilizando como fase estacionaria silica gel 60 F2s4 SiliaPlate™ de tamafio 5-20 um
(SiliCycle® Inc, Canadd). Las separaciones cromatograficas se realizaron por
cromatografia flash (CF) utilizando como fases estacionarias silica gel P60
SiliaFlash® de tamafio 40-63 ym y/o 20-45 ym (SiliCycle® Inc, Canada). Los
estudios cromatograficos, el monitoreo del fraccionamiento y las purificaciones se
realizaron por cromatografia en capa delgada (CCD), empleando cromatoplacas de
silica gel 60 Fzs4 SiliaPlate™ (SiliCycle® Inc, Canada) y utilizando como
reveladores luz UV (254 y 365 nm), vapores de yodo, FeClzy/o vainillina al 0.1% en
H2SOa4. Los solventes utilizados para las separaciones cromatogréficas fueron
adquiridos grado técnico, se destilaron y secaron antes de su uso. La elucidacion
de los compuestos aislados se realizd6 mediante el empleo de técnicas
espectroscoépicas y por comparaciéon con datos de literatura. Los espectros de
RMN !H, APT, COSY, HMQC y/o HMBC fueron tomados en el equipo Bruker
Avance AC-400 (Bruker®, Germany) utilizando solventes deuterados a una
temperatura de 25 °C. Los desplazamientos quimicos (&) estan expresados en
partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Las
multiplicidades estan asignadas como s = singlete, d = doblete, t = triplete, g=
cuarteto, dd = doble doblete y m = multiplete. Para la obtencién del espectro
infrarrojo (IR), se determiné6 en un espectrometro IRTracer-100 (Shimadzu®,
Japon). Para el andlisis de espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) se
utilizé un sistema LC-MS-TOF (Shimadzu®, Japo6n). El método de ionizacion se

oper6 con ESI en modo de iones positivos y negativos.
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2.2.2 Extraccion y fraccionamiento de la parte aérea de Piper

pertomentellum

La parte aérea seca y molida de P. pertomentellum (200 g) fue sometida a
extraccion por maceracion a temperatura ambiente con etanol al 96% a
temperatura ambiente. En el proceso se realizaron cuatro extracciones con
cambios de disolvente cada 4 dias y en cada una de ellas el disolvente fue retirado
mediante el empleo de un rotaevaporador, de esta manera se obtuvieron 34 g de
extracto etanolico seco (EEPP). Posteriormente 32 g del extracto se fraccion6 por
cromatografia liquida al vacio (CLV) con solventes de polaridad creciente
(diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt), isopropanol (IPA) y etanol:agua
(EtOH y H»0 80:20) (Figura 2-2).

Parte aérea seca y molida de
P. pertomentellum (200 g)

— Maceracion con EtOH al 96 %

Extracto etandlico (EEPP)

(32 9)
Fraccionamiento por
CLV
| 1 | 1
Diclorometano Acetato de etilo Isopropanol Etanol:Agua (80:20)
DCM (4 g) AcOEt (6 g) IPA (10 g) EtOH:H,O (11 g)

Figura 2-2. Esquema general de extraccion y fraccionamiento de la parte aérea de

P. pertomentellum
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2.2.3 Evaluacién del potencial de inhibicion de quorum sensing de

las fracciones de P. pertomentellum

Se determiné el potencial de inhibicion de QS de las fracciones provenientes de P.
pertomentellum siguiendo los procedimientos descritos anteriormente en las
secciones 2.1.5 a 2.1.6 en un rango de concentracion de 1000 a 0.97 ppm. Las
fracciones que presentaron mayor efecto en alguno de los ensayos se

seleccionaron para su posterior purificacion.

2.2.4 Purificacion de la fraccion de DCM proveniente de la parte

aérea de P. pertomentellum

La fraccibn de DCM (4 g) se sometié a cromatografia Flash utilizando como fase
movil una mezcla de hexano:AcOEt en polaridad creciente (85:15 a 50:50), lo que
condujo a la obtencion de 84 fracciones que por el monitoreo cromatogréfico fueron
reunidas finalmente en 6 fracciones (DCM-1 a DCM-6). La fraccion DCM-2 (221
mg) se purificé por CF sucesivas con los sistemas de elucién CHCl;:MeOH 98:2 y
hexano:acetona 70:30, obteniéndose el compuesto C1 como un sélido cristalino
blanco en forma de agujas (20 mg, p.f. 93-95 °C). La fraccion DCM-3 (700 mg) se
someti6 a CF sucesivas con un sistema de elucion hexano:acetona 70:30 y
DCM:MeOH 98:2, obteniéndose nuevamente el compuesto C1 (375 mg).
Posteriormente se purifico la fraccion DCM-4 (286 mg) por CF sucesivas con los
sistemas de elucion de DCM:acetona 97:3, hexano:AcOEt 65:35 y hexano:acetona
70:30, lo que condujo a la obtencion del compuesto C2 como un sélido blanco en
forma agujas (22 mg, p.f 155-157 °C). La fraccion DCM-5 (192 mg) se someti6 a
purificacion por CF sucesivas con el sistema hexano:AcOEt 80:20 y hexano:AcOEt
60:40, obteniéndose el compuesto C2 (69 mg). La fraccion DCM-6 (277 mg) se
purific6 por CF sucesivas con CHCIl; y DCM:acetona (98:2), lo que condujo a la
obtencion de C3 como un sélido de color anaranjado (11 mg, p.f. 266 - 268°C) y de
C4 como un sdlido blanco en forma de agujas (12 mg, p.f. 120-122 °C). En la

Figura 2-3 se muestra el diagrama de purificaciéon de la fraccion de DCM.
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Fraccion de DCM de Piper
pertomentellum (Parte
aérea) (4 9)

Fraccionamiento por CF.

Hex 1:AcOEt 85:15 a
50:50

(84 fracciones)

DCM-1 DCM-2 DCM-3 DCM-4 DCM-5 DCM-6
(2g9) (221 mg) (700 mq) (286 mq) (192 mg) (277 mq)

'C1 (20 mg) C1 (375 mg)I - C2 (22 mg) i C2 (69 mg) -

Figura 2-3. Diagrama general de purificacion de la fraccion DCM de la parte aérea

de P. pertomentellum.

2.2.5 Purificacion de la fraccion de AcOEt proveniente de P.
pertomentellum
La fraccion de AcOEt también fue seleccionada para continuar el proceso de
purificacién teniendo en cuenta los resultados de los bioensayos descritos
anteriormente. La fraccion de AcOEt se sometié a cromatografia flash utilizando un
sistema de elucién hexano:AcOEt 50:50, se obtuvieron un total de 10 fracciones
gue por monitoreo cromatografico fueron reunidas finalmente tres fracciones (AC1-
AC3). La fraccién AC2 (470 mg) se purificé por CF sucesivas con los sistemas de
elucion DCM:Acetona 90:10 y DCM:MeOH 95:5, obteniéndose un soélido cristalino
de color blanco C5 (166 mg, p.f 154-156 °C). En la Figura 2-4 se ilustra el esquema

de purificacion realizado para la fraccion de AcOEt.
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Fraccion de AcOEt de
Piper pertomentellum
(Parte aérea) (6 g)

Fraccionamiento por CF.
Hex 1:AcOEt 60:40

AcOEt1  AcOEt2 AcOEt 3
(19) (470 mg) (4 9)

G5
166 mg

Figura 2-4. Diagrama general de purificacion de la fraccion AcOEt de la parte

aérea de P. pertomentellum

2.3 Evaluacion del potencial de metabolitos
presentes en especies del género Piper sobre
algunos factores de virulencia asociados al QS

de P. aeruginosa

2.3.1 Procedimientos generales

Las cepas de referencia, los equipos y reactivos que se utilizaron para realizar los
ensayos se mencionan en el nimeral 2.1.1. Adicionalmente, para el ensayo de
proteasa se utiliz6 como sustrato azocaseina (Sigma-Aldrich, EE. UU) y acido
tricloroacético (ATC) (Sigma-Aldrich, EE. UU). En cuanto al ensayo de elastasas se
utilizd como sustrato elastina rojo Congo (ERC) (Sigma-Aldrich, EE. UU). Para el
ensayo de piocianina se emple6 acido clorhidrico, hidroxido de sodio y cloroformo
de grado técnico sin tratamiento adicional. En todos los ensayos se utilizd buffer
tris a 100mM (EMD Millipore, USA. Los controles positivos &cido cindmico y

guercetina fueron adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich).
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2.3.2 Compuestos quimicos de Piper para la evaluaciéon de los

factores de virulencia y formaciéon de biopelicula de P.

aeruginosa.

Los compuestos para la evaluacion del efecto en la produccion de factores de

virulencia (piocianina, elastasas y proteasas) y formacién de biopelicula,

corresponden a los obtenidos del estudio fitoquimico de la parte aérea de P.

pertomentellum y otros previamente aislados e identificados por el equipo de

investigacion en especies del género Piper (Tabla 2-2)

Tabla 2-2. Compuestos de Piper empleados para evaluar la formacién de

biopelicula y de algunos factores de virulencia de P. aeruginosa.

Cdodigo | nombre compuesto Origen Estructura
|
C1 Etiltembamida P. pertomentellum @*gﬁ/o
w
|
Acetato de 1 °
Cc2 tembamida P. pertomentellum @*uﬁ)ﬁg
OO
C3 Cefaradiona B P. pertomentellum ~o % N
C4 Benzamida P. pertomentellum é
|
C5 Tembamida P. pertomentellum &N@
C6 Acido 4-metoxi-3- P. bogotense HO N
farnesilbenzoico I
Cc7 Acido 4-hidroxi-3- P. bogotense HO NN N
farnesilbenzoico )
2_ OH
8 Farnesilhidroquinona P. bogotense HO b
(o}
C9 Piperina P. nigrum <°W~©
C10 Piperlonguminina P. nigrum <°]©/\V\*u“(
Cl1 iSo-piperina P. nigrum QQA@O
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o OH
C12 4-Nerolidilcatecol P. peltatum
A e A
C13 Eriopodol P. eriopodon ”OM
C14 Gibbilimbol P. eriopodon ROUPYOY
C15 Acidod- P. pesaresanum T/\/é\/T/
metoxinervogeénico < N
Acido 3-(3',3'- HO0
dimetilalil-1'-0x0)-5-
C16 (3",3"-dimetilalil)-4- P. pesaresanum Y\/é\i(
hidroxibenzoico
1,4-dihidroxi-2- (3'- o
cr7 | hidroxi-3' 7-dimetil-1- | o é/k/k/vk
0X0-6'- L
octenil)benceno
C18 Debromocymopolona | P. ceanothifolium W
1,4-dihidroxi-2- (3', 7'- g
C19 dimetil-1'-oxo0-2' -6'- | P. ceanothifolium 9P
octadienil)benceno
C20 Lhotzcromeno P. ceanothifolium *@@W
1,4-dihidroxi-2-(1'- OH oH
c21 hidroxi-1',1"- P. ceanothifolium @K
dimetill)benceno oH

2.3.3 Ensayo de formacioén de biopelicula de P. aeruginosa

El ensayo de formacién de biopelicula se realizé como se describid previamente en

el numeral 2.1.5 con algunas modificaciones. Se prepararon soluciones stock de

los compuestos con DMSO de 25000 a 6250 ppm y se obtuvo como

concentraciones finales 250 — 62.5 ppm en el pozo, en el caso en el que dieron

activos en la ultima concentracién se evalu6 hasta 15.6 ppm. Como control de

inhibicion se empled quercetina a una concentracion final de 3,9 ppm. Se

realizaron cinco réplicas con dos repeticiones independientes y se cuantificd la

formacion de la biopelicula utilizando la ecuacion 2.
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2.3.4 Ensayos sobre los factores de virulencia de P. aeruginosa

La evaluacion de los compuestos de especies del género Piper sobre los factores
de virulencia en P. aeruginosa se realizd siguiendo la metodologia previamente
descrita (Filloux A & Ramos J, 2014). Se prepararon soluciones stock de los
compuestos con DMSO de 25000 a 3200 ppm para obtener como concentraciones
finales de 250 — 3.2 ppm en el tubo.

Se adicion6 10 pL de un cultivo de toda la noche de P. aeruginosa (18 — 24 h DO
1.0 — 1.2 nm) a cada uno de los tratamientos a las diferentes concentraciones
seleccionadas, se incubd a 37 °C durante 24 h y a 180 rpm en un agitador orbital.
Posteriormente, se centrifugaron a 10000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se
utilizo para cuantificar la produccion de proteasas, elastasas y piocianina (ecuacion
5). Para todos los ensayos (elastasas, proteasas y piocianina) se emple6 como
control de inhibicién acido cinAmico a 250 ppm. y se realizaron cinco réplicas con
dos repeticiones independientes y los resultados se expresaron como porcentaje
de produccion (Ecuacion 5).

Abs tratamiento

% Produccion = (

)x 100 (5)

Abs control

» Ensayo de produccién de elastasas

Para la determinacién de la produccién de proteasa se tom6 25 puL del
sobrenadante y se agregd 225 L de tampoén tris 100 mM pH 7.5, suplementado
con 10 mg/mL de elastina rojo (ERC). Esta mezcla se incub6 durante 3 h a 37 °C
con agitacion a 180 rpm y pasado este tiempo se afiadié tampén PBS a pH 6.0. La
reaccion se detuvo por enfriamiento a 4 °C durante 2 min y la mezcla resultante se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min para separar las ERC insolubles. A el
sobrenadante se le determino la absorbancia a 495 nm y los resultados se
expresaron como porcentaje de produccion de elastasa utilizando la ecuacién 5
(Filloux A & Ramos J, 2014).

» Ensayo de produccion de proteasas
Para la determinacién de la produccién de proteasa se realizd siguiendo la

metodologia descrita anteriormente en literatura (Filloux A & Ramos J, 2014). Se
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tomaron 37.5 pL del sobrenadante y se afiadié una solucion de tampoén tris 100
mM pH 8,0 suplementada con azocaseina al 0.3% y se incubd durante una hora a
37 °C de forma estatica. Posteriormente, se afiadié 125 pL de &cido tricloroacético
(ATC 10%) para detener la reaccion y la mezcla se centrifugd a 10000 rpm durante
10 min. A partir de 200 uL del sobrenadante resultante se realizé la medicion de
absorbancia 400 nm y los resultados se expresaron como porcentaje de

produccién de proteasa utilizando la ecuacion 5.

» Ensayo de produccién de piocianina
La determinacion de la producciéon de pigmento piocianina se realiz6 mediante el
método descrito anteriormente (Filloux A & Ramos J, 2014). El pigmento de
piocianina se extrajo a partir de 750 pL del sobrenadante con 375 uL de
cloroformo, se elimind el sobrenadante y la capa organica (azul color) se acidifico
con 300 pL de HCI 0.2 M. El sobrenadante tomd una coloracién rosa y de este se
tomaron 150 pyL que se neutralizaron con 150 pL de un tampén tris a 200 mM. A
partir de estas soluciones se registraron las absorbancias a 390 nm y los
resultados se expresaron como porcentaje de produccién de piocianina utilizando

la ecuacion 5.

2.3.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 de manera similar a lo descrito en el numeral
2.1.8.



Resultados

3.Resultados y Discusion

3.1 Identificacion de especies del género Piper con
potencial de inhibiciéon de quorum sensing

En este estudio se identificaron los extractos de especies del género Piper con
mayor potencial de inhibicion de QS en los ensayos de produccién de violaceina de
C. violaceum y/o en la formacion de biopelicula de P. aeruginosa, a
concentraciones que no afectaran el crecimiento (Rather etal., 2022). Es
importante resaltar que la estrategia de inhibir el QS se basa en disminuir la
patogenicidad de la bacteria sin afectar su crecimiento, de esta manera se reduce
la presion selectiva, la resistencia y aumenta la susceptibilidad del patégeno en el
sistema inmune del huésped (Rather etal., 2022) De esta manera, se ha
demostrado en varios estudios que evaluar sub-MIC reduce procesos de virulencia
asociados al sistema QS sin afectar el crecimiento bacteriano (Bahari et al., 2017,
El-Mowafy et al., 2017; Aleanizy et al., 2021). En este sentido, se inicié con los
ensayos de susceptibilidad para los 21 extractos de 17 especies y cuyos resultados
se presentan en la Figura 3-1 y en el Anexo 5-1. Se determiné que a las
concentraciones evaluadas (1000, 250 y 62.5 ppm) solamente en la de 62.5 ppm
todos los extractos no tuvieron un efecto inhibitorio en el crecimiento. Teniendo en
cuenta este resultado, esta fue seleccionada como concentracion sub-inhibitoria

(sub-MIC) para la evaluacién de los extractos en los siguientes ensayos.

Este ensayo permitio determinar que para 14 especies (E1, E2, E6-E9, E11-E13,
E15, E16, E18-E20), este es su primer reporte de evaluacion de actividad
antimicrobiana frente a P. aeruginosa. Para la especie P. eriopodon (E10) se ha
reportado que el extracto de DCM a 1000 ppm no tiene actividad frente a P.
aeruginosa (Vallejo et al., 2014) y su aceite esencial solo ha sido activo frente a
bacterias Gram positivas como S. aureus (Ustariz et al., 2020), en este sentido en

este trabajo el extracto etanolico tampoco present6 efecto inhibitorio. Sobre P.
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nigrum (E14) se ha descrito que el extracto etandlico no presenta ningun efecto en

el crecimiento de P. aeruginosa a la concentracion de 500 ppm, lo que concuerda

con los resultados de este trabajo que tampoco tuvo inhibicion en las mismas

condiciones (Vazquez-Martinez etal., 2020). Entre las especies que tuvieron

actividad antibacteriana y que tiene un reporte previo de su actividad, se encuentra

P. umbelatum (E21), para la cual se ha reportado que el extracto de DCM tiene

potencial para inhibir el crecimiento de P. aeruginosa ATCC 27853 a 1000 ppm
(vallejo et al., 2014).
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*Tratamientos con diferencias significativas frente al control de crecimiento. Prueba Duncan (P<0.05).

Figura 3-1. Porcentaje de crecimiento de P. aeruginosa en presencia de extractos

de especies del género Piper

Los resultados de los ensayos de inhibicién de QS por el método de cuantificacion

de produccion de violaceina en C. violaceum se presentan en la Tabla 3-1. Se

resalta que 15 de los 21 extractos a 62.5 ppm redujeron significativamente la
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produccion de violaceina, destacandose E2, E6, E12, E13, E14, E17 y E18, dado
que causaron una reduccién de al menos el 50% en la produccién del pigmento. En
cuanto a los resultados del ensayo de formacion de biopelicula en P. aeruginosa,
se encontré que 10 de los 21 extractos redujeron significativamente la formacion de
biopelicula, siendo E2, E3, E6, E7 y E10, los extractos con mayor potencial al
reducir al menos el 50% la produccion de biopelicula (Tabla 3-1). Se resalta que
este es el primer reporte de inhibicion de QS y formacién de biopelicula para las
especies E1, E2, E6-ES8, E10-E13, E15, E18 y E21.

Tabla 3-1. Efecto inhibitorio de extractos etandlicos de Piper sobre la formacion de

la biopelicula de P. aeruginosa y la produccion de violaceina de C. violaceum

% Formacion de | % Produccion de
Caédigo Extractos biopelicula de P. violaceina en C.

aeruginosa violaceum
El P. annulatispicum (H) NI 62.6 + 6.9*
E2 P. asperiusculum (H) 49.2 +6.1* 45,7 £ 2.8*
E3 P. asperiusculum (1) 45.9 + 9.1* NI
E4 P. asperiusculum (T) 39.2+8.7* NI
E5 P. bogotense (PA) NI NI
E6 P. bogotense (PA) 19.8 + 1.4* 46.6 £ 6.1*
E7 P. ceanothifolium (1) 39.1+6.3* NI
E8 P. cumanense (PA) 70.8 + 2.8* 54,9 + 4.1*
E9 P. cundinamarcanum (PA) NI 54.1 + 3.7*
E10 P. eriopodon (PA) NI NI
E1ll P. falcifolium (H) NI 66.1 + 7.5*
E12 P. grande (H) 65.1 £ 9.4* 45,1 +4.8*
E13 P. haughtii (H) NI 49.9 + 2.3*
El4 P. nigrum (S) NI 315+ 4.8*
E15 P. peltatum (1) NI 76.1 £ 9.3*
E16 P. pertomentellum (PA) 77.5 £ 3.5% 27.2 £ 5.5*
E17 P. pertomentellum (T) NI 71.4 + 3.9*
E18 P. pesaresanum (PA) NI 44.4 +5.9*%
E19 P. statarium (PA) NI 75.5, +5.1*
E20 P. sucrense (H) 55.7 £ 5.1* 61.5+2.7*
E21 P. umbelatum (H) 76.9 + 11.7* NI

H: hojas, T: tallos, PA: parte aérea, I: inflorescencias. NI: No inhibe, *Inhibe significativamente
diferente en comparacion al control con un p valor < 0.05 (prueba Duncan).
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En la literatura son limitados los estudios con especies del género Piper sobre la
evaluacion del QS y la formacion de la biopelicula en P. aeruginosa. Para el
extracto etandlico de P. nigrum a 500 ppm se ha reportado que inhibe en un 40% la
produccion de violaceina de C. violaceum (sin afectar el crecimiento bacteriano) y
no inhibe la formaciéon biopelicula de P. aeruginosa, siendo estos resultados
consistentes con lo encontrado en este trabajo (Vazquez-Martinez et al., 2020). En
otro estudio, se ha reportado que el extracto metandlico de esta especie presenta
un efecto inhibitorio en la produccion de violaceina de C. violaceum CV026 por el
método cualitativo de difusién en disco (15 mm) y en el ensayo cuantitativo se
determiné una inhibicién del 78% (500 ppm) (Singh et al., 2016). Adicionalmente,
se ha reportado potencial inhibitorio en la produccién de violaceina en el ensayo de
difusién en disco a 1, 2 y 3 mg/mL con C. violaceum ATCC CV026, para las
fracciones de hexano, cloroformo y metanol provenientes de P. nigrum (Tan et al.,
2013). Se ha descrito en la literatura que el aceite esencial proveniente de las
hojas de P. bogotense tiene potencial para inhibir el QS de C. violaceum ATCC
CV026 (Clso de 513.8 ppm), caracterizandose este aceite por presentar como
constituyentes mayoritarios a trans-sabineno hidrato (14.2%), a-felandreno (13.7%)
y a-pineno (8.7%) (Olivero-Verbel et al., 2009; Olivero V et al., 2011)

Los extractos de P. asperiusculum (E2), P. bogotense (E6), P. cumanense (E8), P.
grande (E12), P. pertomentellum (E16) y P. sucrense (E20), que causaron
inhibicion significativa tanto en la produccion de violaceina en C. violaceum como
en la formaciéon de biopelicula de P. aeruginosa, puede ser que su accién esta
asociada a la inhibicion del QS en los dos microorganismos (McClean et al., 1997,
Steindler & Venturi, 2007; Kothari et al., 2017). Sin embargo, se encontré que para
los extractos de P. asperiusculum (E3), P. ceanothifolium (E7) y P. umbellatum
(E21) solo afectaron la formacion de la biopelicula. Estos resultados podrian estar
relacionados a que la formacién de la biopelicula ademas de ser controlada por el
QS, también esta regulada por otros sistemas como el c-di-GMP, GacS/GacA y
RetS/LadS y por ende no podemos asegurar que esté actuando sobre el sistema
QS (Skariyachan et al., 2018; Rather et al., 2022).

En este sentido, a los extractos con inhibicién significativa en los dos bioensayos

se seleccionaron los extractos E2 (P. asperiusculum), E6 (P. bogotense), E8 (P.
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cumanense), E12 (P. grande), E16 (P. pertomentellum) y E20 (P. sucrense) para
determinar la Clsp en la produccién de violaceina y la BIC en la formacién de
biopelicula (Tabla 3-2). Los extractos mas activos en ambos ensayos fueron P.
asperiusculum (E2) y P. cumanense (E8) con una Clsp menor a 100 ppm y una BIC
de 0,97 ppm, seguido por los extractos de E6, E12, E16 y E20, que tuvieron una
BIC de 3.9 ppm y una Clsp mayor a 100 ppm. El potencial que han mostrado estos
extractos en los dos ensayos aplicados también ha sido previamente reportado
para otras especies, como ha sido para el extracto etandélico de Centella asiatica a
400 ppm que inhibe mas de un 50% de violaceina en C. violaceum y en un 80% la
biopelicula de P. aeruginosa. Para el extracto etanélico de Cinnamomun verum se
ha descrito en la literatura que a 250 ppm inhibe el 70% de violaceina y el 80% la

formacion de biopelicula (Vasavi et al., 2016; Alva et al., 2021).

Tabla 3-2. Resultados del potencial de inhibicidon de algunas especies del género
Piper sobre la formacién de biopelicula en P. aeruginosa y sobre la produccion de

violaceina en C. violaceum.

MICROORGANISMOS
. C. violaceum P. aeruginosa REPORTES
CcODIGO EXTRACTO EN LA
Clao (95% limite de | gy SIS AT
confianza) (ppm)
E2 P. asperiusculum 70.7 (61.2 - 82.4) 0.9 No
E6 P. bogotense 154.5 (139.6 - 172.5) 3.9 Si
E8 P. cumanense 74.9 (53.9 — 98.7) 0.9 Si
El2 P. grande 185.4 (116.5 — 299.6) 3.9 No
E16 P. pertomentellum | 149.6 (131.8 — 172.6) 3.9 No
E20 P. sucrense 181.1 (121.9 - 257.2) 3.9 No

Los extractos etandlicos de las seis especies seleccionadas no cuentan con
reportes previos en la literatura sobre su actividad anti-QS y el efecto en la
formacion de biopeliculas. Adicionalmente, es importante resaltar que las especies
P. asperiusculum (E2), P. pertomentellum (E16), P. sucrense (E20) y P. grande
(E12), no tienen reportes previos sobre su composicion quimica por lo que pueden
ser objeto de futuros estudios para aislar e identificar los compuestos bioactivos.

En el presente estudio se seleccion6 a P. pertomentellum (E16) para someter a
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estudio fitoquimico, dado que algunas ya se estaban trabajando paralelamente en
el grupo de investigacion y porque de otras no fue posible colectar material vegetal
suficiente para el estudio fitoquimico.

3.2 Estudio fitoquimico realizado de la parte aérea de
P. pertomentellum

El estudio fitoquimico sobre la parte aérea de P. pertomentellum fue realizado con
el fin de aislar e identificar algunos constituyentes quimicos con potencial inhibitorio
del QS en P. aeruginosa. De esta manera el extracto etandlico (EE) y las
fracciones iniciales obtenidas por CLV (DCM, AcOEt, IPA, EtOH:H,O 80:20) se
sometieron a ensayos de susceptibilidad, formacion de biopelicula (P. aeruginosa)
y cuantificacion en la produccion de violaceina (C. violaceum). En cuanto a los
resultados de susceptibilidad (Figura 3-2) se evidencié que la fraccion de DCM fue
la que causo la mayor inhibicién significativa en el crecimiento de P. aeruginosa a
la maxima concentracion. De esta manera, se determind que las sub-MIC para los
ensayos de la formacion de biopelicula y de la produccién de violaceina tanto para
el extracto y las fracciones de AcOEt, IPA y EtOH:H,O estaba a partir de 1000 ppm
y para la fraccion de DCM de 500 ppm. (Anexo 5.2, tabla 5.2).
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Figura 3-2. Crecimiento de P. aeruginosa frente a diferentes concentraciones del
extracto etandlico (EE) y fracciones (DCM, AcOEt, IPA, EtOH:H.O) de P.

pertomentellum.

Los resultados descritos en la Tabla 3.3 del potencial de inhibicion de QS para el
extracto etanodlico y fracciones provenientes de P. pertomentellum, sugieren que
las fracciones no causan inhibicién significativa en la formacion de biopelicula de P.
aeruginosa. En cambio, si se observa que las fracciones de DCM y AcOEt inhiben
la produccién de violaceina de C. violaceum aunque su accién es menor a la
observada para el extracto etandlico. Estas fracciones fueron seleccionadas para
continuar con el estudio fitoquimico y asi aislar e identificar algunos constituyentes

guimicos responsables de la actividad observada.

Tabla 3-3. Potencial de inhibicibn de QS para el extracto etandlico y fracciones

provenientes de P. pertomentellum.

Extracto etandlico y MICROORGANISMOS
Fracciones de P. C. violaceum P. aeruginosa
pertomentellum Clso (95 % limite de BIC (ppm)

confianza) (ppm)
Extracto etandlico 149.6 (131.8-172.1) 3.9
DCM 330.9 (150.1 - 452.2) NI
AcOEt 643.6 (485.1 - 672.3) NI
IPA NI NI
EtOH:H.O 21000 NI
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*Cls estan expresadas como la media de cinco réplicas de una repeticién independiente, junto con intervalos de

confianza al 95%. NI = No inhibe

El estudio quimico realizado sobre las fracciones de DCM y AcOEt provenientes
del extracto etandlico de P. pertomentellum condujo al aislamiento de una nueva
piperamida (etiltembamida C1), junto con cuatro amidas conocidas (acetato de
tembamida (C2), benzamida (C4) y tembamida (C5) y cefaradiona B (C3)). Las
estructuras de los compuestos aislados e identificados se ilustran en la Figura 3-3.
Todos los compuestos son reportados por primera vez para P. pertomentellum, sin
embargo, en otras especies del género Piper se ha descrito la presencia de C2
(Maxwell & Rampersad, 1989), C3 (Desai et al., 1988) y C5 (da Silva et al., 2018).
En general las caracteristicas estructurales de los compuestos aislados e
identificados estan de acuerdo con la quimiotaxonomia del género Piper, siendo las
amidas uno de los tipos de metabolitos mas representativos (Parmar et al., 1997,
Maciej et al., 2011; do Nascimento et al., 2012; Wolff et al., 2015). Las piperamidas
con nucleo similar a la tembamida han sido previamente reportadas en otras
especies del género Piper, como es el caso de P. taiwanense, P. guayranum y P.
galeatum (Chen et al., 2007; Guptaet al., 2010; Orjala et al., 2006). y también en

especies del género Zanthoxylum (Rutaceae) como Z. capense (Cabral etal.,

2015).
1]
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benzamida C4 tembamida C5

Figura 3-3. Compuestos aislados e identificados de la fraccion de DCM y AcOEt

provenientes de la parte aérea de P. pertomentellum

El compuesto C1 fue aislado como un sélido blanco en forma de agujas con p.f. 93-
95 °C y que en CCD se caracterizd por presentar una coloracion café oscura al ser
revelado con el reactivo vainillina-acido sulfdrico. Su espectro IR (Anexo 5.3: tabla
5-3, figura 5-1) se caracteriza por presentar sefiales indicativas de un grupo amida
(3331 cm™? tensién N-H de amida secundaria, 1635 cm™ tensién C=0 de un grupo
carbonilo y 1543 cm™ tensién C-N), de aromaéticos (3061 cm™ de tension C(sp?)-H,
hacia 1600 y 1500 cm-! de las tensiones C=C) y de éteres (1246, 1100 y 1029 cm*
caracteristicas de flexiones C-O-C) (Stuart, 2004). De acuerdo con el andlisis de
RMN se confirma la presencia de un anillo aromatico monosustituido, por las
sefiales de *H con &y 7.78- 7.74 (m, 2H), 7.54 — 7.48 (m, 1H) 7.44 (dd, J= 8.1, 6.5
Hz, 2H), junto con las senales de APT en &c 134.7 (C), 131.5 (CH), 128.6 (2CH),
126.9 (2CH)) y de un anillo aromatico 1,4 disustituido (senales con o4 7.28 (d, J =
8.7 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H) y en APT con &c 159.5 (C), 131.8 (C), 127.8
(2CH), 114.0 (2CH)). También se corroboré la presencia de una amida secundaria
por la sefal del grupo carbonilo con &:167.3 (C) y las sefiales de un grupo metileno
gue por su desplazamiento sugiere estar unido a un heteroatomo como nitrégeno
(6c 46.2 (CH2) y 6x 3.89 (1H, ddd, J = 13.8, 7.8, 4.0 Hz)) (do Nascimento et al.,
2012; Gémez-Calvario & Rios, 2019). Adicionalmente, se determind la presencia
de grupos alquilo oxigenados de tipo etoxilo (sefiales de *H con dy 3.46 (m, 1H),
3.41-331(m, 1H) y 1.19 (t, J = 7.0 Hz, 3H), junto con sefiales de APT en 64.2
(CHy) y 15.3 (CH3)), de metoxilo (por sefiales con oy 3.82 (s, 3H) y ¢ 55.3 CH3)) vy
de metino oxigenado (sefales en 6. 80.0 (CH) y 61 4.44 (1H, dd, J = 8.9, 4.0 H2))
(Anexo 5-3, Figura 5-2 y 5-3). Las anteriores sefiales son consistentes a una
piperamida con estructura similar a tembamida (do Nascimento et al., 2012;
Gomez-Calvario & Rios, 2019; Wolff et al., 2015). El nucleo base, la asignacion de
las sefiales de RMN vy la ubicacion de los sustituyentes fueron corroboradas por
andlisis de experimentos bidimensionales tipo COSY, HMQC y HMBC (Tabla 3-4) y

(Anexo 5.3: Figura 5-4, 5-5 y 5-6). Por andlisis del espectro de masas de alta
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resolucion (EMAR) la formula molecular fue establecida como CigH2:NOs (m/z
296.1209 [M+H]", calculado para CisH21NO3, 296.1281) y es consistente con el
resultado del analisis espectroscopico. De esta manera, este el primer reporte del
compuesto C1 que por su similitud con la tembamida fue nombrado como

etiltembamida.

El compuesto C2 fue aislado como un sélido blanco en forma de agujas, con p.f de
155-157 °C y por andlisis de RMN se determin6 que presenta un perfil similar a C1.
La diferencia entre sus espectros se evidencia por la desaparicion de las sefales
del grupo etoxilo presente en C1 y la aparicién de sefiales para un grupo acetilo
(sefiales en *H con 84 2.12 (s, 3H) y en APT con 8.21.2 (CH3) y 170.7 (C)) (Anexo
5.3: Tabla 5-4,Figura 5-7 y 5-8). Por comparacién con los datos reportados en la
literatura este compuesto fue identificado como acetato de tembamida (Cabral
et al., 2015) (Tabla 3-4), el cual se ha identificado en otras especies del género
Piper como P. mollicomum y P. guayranum (Maxwell & Rampersad, 1989; H. A. da
Silva et al., 2018) y en especies del género Zanthoxylum (Rutaceae) como Z.
capense (Cabral et al.,, 2015) . A este compuesto se le ha reportado que tiene
actividad antifangica frente a Cladosporium cladosporoides y C. sphaerospermum,
actividad antiviral sobre el virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) y actividad
antimicrobiana frente a S. aureus (Cheng et al., 2005; Cabral et al., 2015; Silva
et al., 2018).

El compuesto C5 fue aislado como un soélido blanco en forma de agujas con p.f de
155-156 °C, y por su espectro en RMN presenta un perfil similar a C1 y C2, lo que
sugiere que corresponde a una piperamida. Este compuesto no presenta sefiales
para los grupos alquilos oxigenados ubicados sobre el carbono de la posicion 2 de
Cly C2, pero si se mantiene la sefial del metino en la posicion 2 (senales en &
71.7 (CH) y 61 4.82 (1H, dd, J = 7.8, 5.1 Hz)), lo que sugiere la presencia de un
grupo hidroxilo sobre esta posicion. Por comparacion con los datos
espectroscopicos reportados en la literatura, C5 fue identificado como tembamida
(Anexo 5.3: Tabla 5-7, Figura 5-14 y 5-15) vy (Tabla 3-4), el cual ha sido
previamente reportado para las especies P. mollicomum y P. guayranum (Silva et

al., 2018; Maxwell & Rampersad, 1989). De este compuesto se conoce que tiene
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actividad antifangica frente a C. cladosporoides y C. sphaerospermum y actividad
antimicrobiana frente a S. aureus (Cabral et al., 2015; Silva et al., 2018).



Tabla 3-4. Comparacion de los datos espectroscépicos para los compuestos C1, C2y C5

Compuesto C1 etiltembamida Compuesto C2 acetato de tembamida Compuesto C5 tembamida
N*C S RMNTH (int, mult, J) 5 RMN 13C (APT) 5 RMN IH (int, mult, 5 RMN 13C (APT) & RMN H (int, mult, J) 5 RMN 3C (APT)
CDCl3 CDCls J) CDCls CDCls Metanol-d4 Metanol-d4
3.89 (1H, ddd, J = 13.8,
1 7.8,4.0 Hz), 46.1 (CHz) 3.86 (2H, t, 6.5 Hz) 45.0 (CH2) 3.57 (21, q‘:l’;) =135 6.4 47.2 (CH2)
3.41-3.31 (1H, m)
4.44 (1H, dd, J = 8.9, 4.85(1H,dd,J=7.8,5.1
2 4.0 Hy) 79.9 (CH) 5.97 (1H, t, 6.3 Hz) 74.3 (CH) Ho) 71.7 (CH)
1 - 131.7 (C) - 129.7 (C) - 134.2 (C)
2,6 7.28 (d, J = 8.7 Hz, 2H) 127.8 (2CH) 7.36 (2H, d, 8.6 Hz) 128.0 (CH) 7.34 (d, J = 8.7 Hz, 2H) 127.0 (2CH)
3,5 | 6.91(d, J=8.6Hz, 2H), 114.0 (2CH) 6.93 (2H, d, 8.7 Hz) 114.2 (2CH) 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H) 113.3 (2CH)
4 - 159.4 (C) - 159.8 (C) - 159.3 (C)
1" - 134.7 (C) - 134.3 (C) - 134.5 (C)
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2°.6" | 7.78—7.74 (m, 2H), 126.9 (2CH) 7.74 (2H, d, 7.3 Hz) 126.9 (2CH) 7.78(d, J = 7.0 Hz, 2H) 126.8 (2CH)
g5 | (44(ddJ=81,65 128.6 (2CH) 7.46 (2H, d, 7.8 Hz) 128.5 (2CH) 7:45(ad, J =8.2, 6.7 Hz, 128.1 (2CH)
Hz, 2H) 1H)

4 7.54—7.48 (m, 1H) 1315 (1CH) 7.52 (1H, t, 7.4 Hz) 1314 (CH) 7.55-7.50 (m, 1H) 131.2 (CH)
Cc=0 - 167.3 (C) - 167.4 (C) - 169.1 (C)

NH 6.60 (LH, sa) - 6.44 (1H, sa) - - -
OCHs 3.82 (3H, s) 55.3 (CH3) 3.83 (3H, s) 55.3 (CH3) 3.78 (3H, s) 54.2 (CHz3)

3.46 (1H, m)
1" 64.2 (CHz) - 170.7 (C) - -
3.41-3.31 (1H, m)
2" 119 (3H,t, J=7.0 Hz) 15.3 (CH3) 212 (3H, s) CHsCO 21.2 (CH3) - -




El compuesto 3 fue aislado como un sélido en forma de agujas de color
anaranjado, con fluorescencia intensa amarillo verdoso en luz UV a 254 nm con p.f
267-268 °C. El analisis de los espectros de RMN revela sefiales tipicas del
esqueleto de 4,5-dioxoaporfina (Gémez-Calvario & Rios, 2019), y que se observan
en H! con &x 9.48 (t,1H,), 8.19 (s,1), 7.85 (t, 1H), 7.65 (t, 2H), 7.65 (t, 2H), 7.44
(s,1H), junto con las de APT con &. 175.6 (C), 156.4 (C), 155.1 (C), 153.0 (C),
132.4 (C), 131.9 (C), 129.2 (CH), 128.2 (CH), 127.8 (CH), 127.0 (C), 124.7 (C),
123.8 (C), 119.7 (C), 114.4 (CH) y 112.7 (CH). Adicionalmente, se determiné la
presencia de dos metoxilos (sefiales de *H en &y 4.10 (d, 6H) y 4.10 (d, 6H), y en
APT con d;56.6 (CHs3) y 60.6 (CHs)) y de un grupo N-metilo (sefial de *H &y 3.83
(s,3H) y en APT con &.29.8 (CH3)) (Anexo 5.3: Tabla 5-5, Figura 5-10 y 5-11). La
corroboracion del nucleo base y la ubicacion de los sustituyentes se realizé por
analisis del experimento HMBC y por comparacion con datos reportados en la
literatura (Desai et al.. 1988). De esta forma, C3 fue identificado como cefaradiona
B, el cual ha sido aislado de diferentes especies de Piper como P. augustum y
Piper longum (Desai etal., 1988; Delgado etal., 1998). Este compuesto ha
demostrado tener actividad citotdxica frente a lineas celulares de colén y mama,
accion antihelmintica y antioxidante (Lin et al., 2014; Liu et al., 2014).

El compuesto C4, fue aislado como un sélido en forma de agujas con p.f de 120-
122 °C. Del andlisis espectroscopico de RMN (Anexo 5.3, Figura 5-12 y 5-13) y
por comparacion con los datos reportados en la literatura (Lignier et al., 2011), se
identific6 a C4 como benzamida. Este compuesto no presenta reportes en el
género Piper, sin embargo, se ha reportado para otras especies como
Sarcomelicope argyrophylla, Houttuynia cordata, Haplophyllum obtusifolium
(Razakova et al., 1984; Brum-Bousquet et al., 1985; Chou et al., 2009). Para este
compuesto se conocen diversas actividades biologicas entre las que se destaca
antimicrobiana y anti biofilm frente a bacterias multiresistentes (Razakova et al.,
1984; Brum-Bousquet et al., 1985; Chou et al., 2009; Sommer et al., 2019; Song
et al., 2020)
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3.3 Determinacion del potencial de compuestos
provenientes de especies de Piper sobre algunos

factores de virulencia de P. aeruginosa

Se ha descrito en la literatura que el sistema QS de P. aeruginosa tiene la
capacidad de regular la expresion de varios factores de virulencia los cuales le
permiten establecerse en el huésped y causar una infeccion (Kostylev et al., 2019).
Dentro de los principales factores de virulencia regulados por el QS que controlan
la patogenicidad de esta bacteria algunos son la elastasa LasB, la proteasa LasA, y
la piocianina, asi como también la formacion de biopeliculas. Estos estan
principalmente implicados en las infecciones pulmonares ocasionando dafios a
nivel tisular, desencadenando respuestas inflamatorias y alterando el sistema
inmunitario del huésped. (Karatuna & Yagci, 2010; Rather et al., 2022). De esta
manera, reducir estos factores de virulencia que se encuentran altamente
relacionados con el ciclo de infeccién de P. aeruginosa a través del sistema QS se
propone como un nuevo enfoque terapéutico para controlar las infecciones
causadas por esta bacteria (Rasko & Sperandio, 2010; Lu et al., 2022; Rather
et al.,, 2022). En este sentido, este trabajo se evalud la produccién de algunos
factores de virulencia de P. aeruginosa como elastasa, proteasa y piocianina, asi
como en la formacién de biopeliculas, en presencia de constituyentes quimicos
identificados en especies de Piper a diferentes concentraciones de (250 ppm —
62.5 ppm). En la investigaciobn se incluyeron los compuestos aislados e
identificados en P. pertomentellum (C1 a C5) y los provenientes de trabajos previos
realizados sobre algunas de las especies de Piper evaluadas en el primer objetivo
(C6 a C21) (seccion 2.3.2, tabla 2-2). Todos los resultados obtenidos en este
estudio se presentan en el Anexo 5.4 (tabla 5.8) y en la tabla 3-5 donde se
reportan aquellas concentraciones en la que se obtuvo la mayor actividad
correspondiente al menor porcentaje de produccion y/o formacion. Este es el
primer reporte para la mayoria de los compuestos provenientes de especies del
género Piper (excepto piperina C9) en la evaluacién de los factores de virulencia y

la formacion de biopelicula de P. aeruginosa.



Tabla 3-5. Efecto de compuestos aislados de especies de Piper en la produccion de factores de virulencia y formacion de

biopelicula en P. aeruginosa.

0,
; /"de., % de produccién
Cad Compuesto Estructura ormacion e —
Biopelicula Piocianina Proteasas Elastasas
(ppm/ pM) (ppm/ uM) (ppm/ pM) (ppm/ pM)
|
(o]
o
. . 56.4 +12.8
C1 etiltembamida Q)LHTO (31.2/104.3) NI NI NI
W
\
o
o
. 53.4+3.6 68.4+14.4 62.7+7.4
Cc2 acetato de tembamida @A“d ' (125/399.3) (250/798.7) NI (31.2/99.68)
(o]
| o
O. O 10)
. - N 415+89 479 £13.7 57.1+12.7
cs3 cefaradiona B o ‘Q (31.2/97.1) (62.5194.7) NI (62.5194.7)
c4 benzamida "y 34231 55.6 + 14.1 N 68.3+20.1
(31.2/257.8) (31.2/257.8) (31.2/257.8)
|
. 9 © 41.2+6.1 68.7 +19.1
€5 tembamida @*gﬁop (250/922.1) NI NI (250/922.1)
o\
C6 acido 4-metoxi-3-farnesilbenzoico HO. ~ N NI NI NI NI
o
OH
L . . . . 39.7+7.8 60.2+16.4
Cc7 acido 4-hidroxi-3- farnesilbenzoico HO NI NI
X N N (62.5/182.7) (250/730)
OH
- . 33.2+20.1 73.9+£13.9 443 £18.3
C8 2-farnesilhidrogquinona "o N N NI (250/796) (250 /796) (250/796)
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o - ering e~y 61.5+12.9 27.6+53 57.2+2.6 433+96
pip @@(MQ (125/438.5) (125/438.5) (125/438.5) (125/438.5)
(o)
. - 51.4+14.7 35.2+£9.2 64.2 +10.8 43.8+7.4
0. X
c10 piperlonguminina @QN\*P( (250/915.7) (250/915.7) (250/915.7) (250/915.7)
o D SN
o L 69.5 + 48.2 745+19.2 55.7 +21.1
cil Isopiperina ° ) NI (125/438) (125/438) (125/438)
OH
HO,
. 61.6 + 135 65.4 % 8.9
C12 4-nero-lidilcatecol NI (62.5/199.1) NI (62.5/199.1)
A 7 Z
Cc13 Eriopodol o L 532+ 14.7 NI NI NI
P (62.5/252)
. Ho. 28.1+26 22.7+45 51.2+7.9
Cl14 Gibbilimbol | PSS (15.6/67.2) (125/538.7) NI (250/1077.5)
HO.__O
C15 Acido 4- 38.6+10.2 53.3+15.8 NI 58.2+16.1
metoxinervogénico - N (31.2/108.3) (62.5/217.1) (62.5/217.1)
o\
HO. o]
16 4cido 3-(3',3"-dimetilalil-1'-0x0)-5-(3",3"- 50.6 + 9.6 49.2 £32.9 57.3+17.1 67.5+42.4
dimetilalil)-4-hidroxibenzoico ~ L, © (250/868.1) (62.5/217.1) (125/434.1) (62.5/217.1)
S
OH O OH
o1 1,4-dihidroxi-2- (3"-hidroxi-3' 7-dimetil-1'- - 53.1+16.5 64.4 +19.1 N 64.4 £ 14.2
0X0-6'- octenil)benceno (31.2/112.2) (31.2/112.2) (31.2/112.2)
OH
OH O
c18 debromocymonolona A 43.9+4.1 32.6 £25 49.7 +10.6 25.9 £ 14.4
ymop (31.2/120) (31.2/120) (125/480.7) (125/480.7)
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=
c19 1,4-dihidroxi-2- (3 ', 7'-dimetil-1'-0x0-2'-Z- OH o 442 +53 443 +12.4 68.7 £ 25.8 40.2+25
6'-octadienil)benceno 7 (125/480.7) (250/961.5) (250/961.5) (250/961.5)
OH
]
63.1+30.6 75.2+21.3 73.1+195
N
€20 Lhotzcromeno ”Om NI (62.5/229) (250/919.1) (250/919.1)
OH OH
co1 1,4-dihidroxi-2-(1'-hidroxi-1'-metil-1"- 445+10.1 58.8 + 16.7 NI 47.2+125
etil)benceno (31.2/185.7) (31.2/185.7) (31.2/185.7)
OH
Acido cindmico A, NI 323452 60.2 + 14.4 42.6+6.4
(250/1689) (250/1689) (250/1689)
Controles on
* oy 299+17.4
i HO. o. g X .
Quercetina O ‘ (3.9/12.9) NI NI NI

*Los datos se presentan como porcentaje de produccion * la desviacion estandar de cinco réplicas de una repeticion independiente y la concentracion. Segun la

prueba estadistica Duncan (p <0.05) estos resultados tienen efecto significativo con respecto al control de la bacteria.




Estudios enfocados a inhibir la formacion de biopelicula de P. aeruginosa se
consideran de interés ya que esta caracteristica de la bacteria funciona como
barrera de entrada a los antibiéticos y esta involucrada en infecciones asociadas a
la atencion médica al adherirse a dispositivos médicos aumentando los indices de
morbilidad y mortalidad (Hgiby et al., 2010; Corehtash et al., 2015; Thi et al., 2020).
En este trabajo se encontré que de los 21 compuestos evaluados 5 de ellos (C3,
C14, C15, C18 y C21), causaron una reduccion significativa en la formacion de la
biopelicula con porcentajes de producciébn menores al 50% a concentraciones
inferiores a 200 uM. De estos compuestos se destacan por su actividad C3
(cefaradiona B) y C14 (gibilimbol), sin embargo, ninguno causo mayor inhibicién
gue el control positivo. Este es el primer reporte de actividad inhibitoria sobre la
formacion de la biopelicula de algunos constituyentes quimicos provenientes del
género Piper evaluados. En la literatura se encuentran reportes que sugieren la
potencialidad de hidroquinonas y amidas, para inhibir la formacién de biopeliculas.
En un estudio sobre un sesquiterpeno hidroquinona conocido como avarol se
determiné6 su capacidad para reducir la formacion de la biopelicula de P.
aeruginosa en un 75% (Pejin etal.,, 2014). Recientemente se disefiaron y
sintetizaron compuestos estructuralmente diversos que inhiben la sefalizacion
basada en PgsR y LasR y disminuyen la produccién de factores de virulencia y el
crecimiento de biopeliculas en dos cepas de P. aeruginosa. Entre los compuestos
activos se encuentra la amida N-ciclopentil-5-(3-nitrofenil)-5-oxo-pentamida que
inhibe la formacion de la biopelicula en un 45% (10 uM) (Hossain et al., 2020).
Para derivados de é&cidos benzoicos como es el caso del acido vanilico se ha
reportado su capacidad para reducir la formacion de biopelicula de P. aeruginosa
en un 46% (4 mmol/L) (Ugurlu et al., 2016).

A continuacion, se realiz6 una comparacion entre la actividad de los constituyentes
guimicos evaluados y los extractos de especies del género Piper en donde fueron
identificados (Tabla 3-6). De esta manera el efecto inhibitorio en la formacién de la
biopelicula de C3 (46.7%, 62.5 ppm) proveniente de P. pertomentellum (77.5%,
62.5 ppm), C18 (40.6%, 62.5 ppm) y C21 (51.8%, 62.5 ppm) presentes en P.
ceanothifolium (39.1%, 62.5 ppm), sugiere que estos compuestos pueden ser
algunos de los responsables de la actividad antibiopelicula que presentaron los

extractos. Por otra parte, el estudio realizado permitio determinar la inhibicién
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significativa en la formacién de biopelicula de C14 y C15 provenientes de P.
eriopodon y P. pesaresanum respectivamente, a pesar de que sus extractos no
presentaron promisoria inhibicion en la formacién de biopelicula. Este efecto podria
atribuirse a las bajas cantidades en la que se encuentran la mayoria de estos
compuestos en el extracto y a la posible presencia de sustancias del extracto que
atenuen la actividad observada en los compuestos por separado (Castillo-Juarez
et al., 2013). Finalmente, también se establecié que para los extractos de especies
gue tuvieron actividad como P. bogotense, los compuestos evaluados (C6-C8), no
causaron reduccion en la formacién de biopelicula, lo cual sugiere que el efecto
pudo haber sido sinérgico por mezclas de constituyentes en el extracto o que no se
aislaron e identificaron los compuestos bioactivos que pueden estar en muy bajas

cantidades.

Tabla 3-6. Efecto en la formacion de la biopelicula de P. aeruginosa de extractos y

compuestos de especies de Piper.

% formacion % formacion

Cédigo | Nombre compuesto biopelicula Especie biopelicula

(62.5 ppm) (62.5 ppm)
C1 Etiltembamida 729+21.3
c2 Acetato de 64.3 +10.2

tembamida P. pertomentellum
C3 Cefaradiona B 46.7+13.6  (E16) 775£3.5

C4 Benzamida 35.6+4.9
C5 Tembamida 66.1 + 13.6

c6 Acido 4-metox_|-3- NI
farnesilbenzoico

Acido 4-hidroxi-3- P. bogotense (E6) 19814
Cc7 " : NI

farnesilbenzoico

2-
e Farnesilhidroquinona IS I
C9 Piperina NI
C10 Piperlonguminina 71.3+21.9 P. nigrum (E14) NI
Cl1 iso-piperina NI
C12 4-Nerolidilcatecol NI P. peltatum (E15) NI
C13 Eriopodol 53.2+14.7 )
P. eriopodon (E10) NI

C14 Gibbilimbol 70.9 +15.7
c15 Acido 4- 441+78 P. pesaresanum (E18) NI

metoxinervogénico
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Acido 3-(3,3"
dimetilalil-1'-0x0)-5-
(3",3"-dimetilalil)-4-

hidroxibenzoico

Cle NI

1,4-dihidroxi-2- (3'-
c17 hIdI’OXII-3 7 -dllmetll- 46.2 +7.7
1'-0x0-6'-

octenil)benceno

Cc18 Debromocymopolona 40.6 £ 10.9

1,4-dihidroxi-2- (3',
Cc19 7'-dimetil-1'-0x0-2' - NI
6'-octadienil)benceno

P. ceanothifolium (E7) 39.1+6.3

Cc20 Lhotzcromeno NI
1,4-dihidroxi-2-(1'-
c21 hidroxi-1',1"- 51.8+15.1

dimetill)benceno

NI: No inhibe

Otros factores que son objetivo de inhibicién dentro de las estrategias antivirulentas
son las proteasas, reguladas principalmente por el sistema Lasll/R y Rhll/R, y que
interfieren en los mecanismos de defensa, son agentes cruciales en la degradacion
y deterioro de las proteinas de los tejidos del huésped (Karatuna & Yagci, 2010;
Rather etal.,, 2022). P. aeruginosa secreta diferentes tipos de proteasas que
cumplen con funciones particulares: la proteasa LasA que tiene actividad
estafilolitica, la elastasa LasB que modifica la superficie inicial para la invasion
bacteriana y la proteasa alcalina que junto con la LasB ayudan a P. aeruginosa a
evadir el sistema inmunitario (Rather etal.,, 2021; Peerzada etal.,, 2022). Es
importante resaltar que la elastasa LasB puede iniciar la via de la formacion de
biopelicula con la activacion del nucledsido difosfato quinasas (NDK), por lo que su
inhibicion puede apuntar a multiples procesos virulentos (Cathcart et al., 2011). En
este estudio se evalué el potencial para inhibir la producciéon de proteasas y
elastasas de C1 a C21 (Tabla 3-5), lo que permitié determinar por primera vez que
los compuestos C8-C11, C16 y C18-C20 redujeron la produccién de proteasas,
siendo los mas promisorios por la produccién menor al 60% los compuestos C9,
C16 y C18. Del anadlisis de los resultados se puede deducir que la isomeria
geométrica de los dobles en la amida C9 parecen favorecer la actividad al
compararla la estructura con la de su isémero C11. Adicionalmente, de la
comparacion de C10 y C9 se puede deducir que la sustitucion sobre el nitrogeno

del grupo amida también influye en la actividad que presenta C9. Por otra parte,
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cabe resaltar que los compuestos C18 y C19 corresponden a tres hidroquinonas
gue se diferencian por la presencia del doble enlace con configuracién E en la
posicion 2’ que parece favorecer la actividad de C18 en comparacion a su isbmero
geométrico C19. De los tipos de metabolitos bioactivos determinados en este
estudio, solo se ha encontrado reportes en la literatura para acidos benzoico como
el vanilico en donde se determind su capacidad para inhibir en un 50% la
biosintesis de proteasas en otras bacterias como Serratia marcescens (Sethupathy
et al., 2017).

En los ensayos para inhibir la produccion de elastasas de los constituyentes
provenientes del género Piper (C1 a C21), se determiné que C3, C7-C11, C14,
C15, C18, C19 y C21 redujeron la produccién en mas del 60%, destacandose C9
(piperina), C18 (debromocymopolona) y C21 (1,4-dihidroxi-2-(1'-hidroxi-1'-
metiletil)benceno), porque causaron porcentajes de produccion de elastasas de
43.3% (438.5 uM), 25.9% (480.7 uM) y 47.2% (185.7 uM), respectivamente (Tabla
4-5). Es importante mencionar que los compuestos C18 y C21 corresponden a dos
hidroquinonas que se diferencian por el tamafio de la cadena alquilica, lo que
sugiere que la presencia de la cadena prenilada en C18 puede ser necesaria para
potenciar la inhibicion sobre elastasas. Estos resultados son consistentes a lo
reportado en la literatura recientemente, en donde mediante estudios
computacionales se plantea que compuestos con cadena lateral entre 10 y 12
atomos de carbono actian como antagonistas del sistema LasR (Victoria-Munoz
et al., 2022).

Otro de los factores de virulencia relevantes es la piocianina, cuya produccion es
regulada por los tres sistemas de QS de P. aeruginosa, y es un factor citotéxico
gue se libera en grandes cantidades durante los procesos de infeccion pulmonar
en la fibrosis quistica (Antunes et al., 2010; Peerzada et al., 2022). En este estudio
se determiné que los compuestos que redujeron la produccién de este pigmento en
al menos un 60% fueron C3, C4, C7-C10, C14-C16, C18, C19 y C21. Se destacan
aquellos compuestos que ocasionaron el mayor efecto a concentraciones menores
de 200 uM, correspondiendo a C3 (cefaradiona B), C7 (acido 4-hidroxi-3-
farnesilbenzoico) y C18 (debromocymopolona), los cuales ocasionaron porcentajes
de produccién de 47.9% (194.7 uM), 39.7% (182.7 uM), 32.6% (120 uM),
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respectivamente (Tabla 3-5). Estos compuestos no han presentado reportes
previos en la literatura sobre la produccién de piocianina a las concentraciones
evaluadas. Sin embargo, para C9 (piperina) se habia descrito en la literatura que
presentd inhibicion de este pigmento a una concentracion menor a 50 ppm
(Vazquez et al 2020), siendo muy diferente a la evaluada en este trabajo (125
ppm). En la literatura se han reportado efectos inhibitorios en la produccién de este
pigmento para moléculas con similar nacleo base (amidas, y derivados de &cido
benzoico, hidroquinonas). Recientemente se reportdé la amida N-ciclopentil-5-(3-
nitrofenil)-5-oxo-pentamida con capacidad para inhibir la produccién de piocianina
en un 25% (10 pM) (Hossain et al., 2020). Para el sesquiterpeno hidroquinona
avarol, se reporté que redujo la produccién de piocianina de P. aeruginosa en un
39% (Pejin et al., 2014). En otro estudio se determiné al 4cido vanilico, su potencial
para reducir la produccion de piocianina de P. aeruginosa en un 16% (4 mmol/L)
(Ugurlu et al., 2016). Es importante resaltar que C6, C7, C15 y C16 corresponden a
cuatro derivados de acido benzoico donde C6 y C7 se diferencian por la presencia
de un grupo metoxilo en la posicién 4 del anillo aromatico para C6 y un hidroxilo
para C7 en esta misma posicion, lo que sugiere que el grupo hidroxilo parece
favorecer la actividad por los resultados promisorios de C7. Por otra parte, para los
compuestos C15 y C16 se sugiere gque la presencia de una cadena oxoprenilada
de la posicion 3 del benceno y el grupo hidroxilo en la posicién 4 de C16, puede ser

necesaria para potenciar la inhibicién sobre la piocianina.

Las moléculas con accion multidiana sobre los factores de virulencia son de gran
interés en la actualidad, para el control de QS ya que permiten actuar
simultdneamente sobre algunas vias regulatorias, aprovechando la relacion con los
sistemas (Lasl, Rhl, PQS y IQS) que conforman esta red de comunicaciéon en P.
aeuginosa (Lee & Zhang, 2015; Kostylev et al., 2019). En el presente trabajo se
determinaron algunos constituyentes presentes en especies del género Piper con
potencial para modular todos los factores de virulencia y la formacién de
biopeliculas. Los compuestos con potencial multidiana correspondieron a amidas
(C9 y C10), hidroquinonas (C8, C18 y C19) y derivados de &cido benzoico (C16).
Reportes previos confirman que este tipo de metabolitos han tenido efectos
positivos al modular el QS de P. aeruginosa y para algunos se han identificado los

mecanismos de accion. De las hidroquinonas se ha descrito que tienen la
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capacidad de alterar la integridad de la membrana celular a través del estrés
oxidativo causado por las especies reactivas de oxigeno y los iones que se liberan
de la membran celular, razén que puede estar relacionado con el efecto inhibitorio
de este tipo de compuesto en la formacion de biopelicula de P. aeruginosa
(Jeyanthi etal.,, 2021). En un estudio realizado sobre avarol un sesquiterpeno
hidroquinona, se determiné que presentd efectos inhibitorios en la produccién de
factores de virulencia como la produccién de piocianina, motilidad y formacion de
biopelicula de P. aeruginosa PAO1 a concentraciones subinhibitorias (Pejin et al.,
2014). Desde hace algunos afios se ha reportado el potencial en la inhibicién del
QS de P. aeruginosa de derivados de acido benzoico y amidas, por su capacidad
para modular la biopelicula y los factores de virulencia (Deryabin et al., 2019;
Basaran et al., 2020). Asi mismo se ha determinado por estudios computacionales
gue compuestos con anillos aromaticos conectados por una cadena alifatica corta
con grupo funcional amida tienen alta afinidad por el sistema LasR, el cual controla
los factores de virulencia evaluados (Victoria-Muiioz et al., 2022).

Al realizar un andlisis de relacién estructura-actividad preliminar fue posible
establecer que de las hidroquinonas (C8, C17, C18, C19y C21), el compuesto C18
fue el mas activo, sugiriendo que la presencia de su cadena lateral de tipo
oxogeranilo y con isomeria E en el doble enlace de la posicion 2’ favorece la
actividad en comparacion a su isomero geométrico (C19). Al comparar la actividad
de C18 y C8, se deduce que leve actividad en la produccion de proteasas y
biopelicula de C8, puede deberse a la presencia de una cadena prenilada de mas
de 10 de carbonos y a la ausencia del grupo carbonilo. En cuanto a C21 y C17
estos no tuvieron actividad en proteasas, pero si frente a los otros factores de
virulencia. Al comparar C21 con C18 se sugiere que la cadena prenilada es
importante para la actividad. De la comparacion de C18 con C17 se puede deducir
gue la inactividad de C17 puede ser por la presencia de un grupo hidroxilo en la

cadena prenilada y la ausencia del doble enlace en la posicion 2.

Finalmente, el presente trabajo constituye el primer reporte de inhibicion de la
produccion de factores de virulencia y la formacion de biopelicula de P. aeruginosa
de algunos constituyentes presentes en especies de Piper. Teniendo en cuenta el

potencial encontrado, es importante continuar los estudios sobre este tipo de
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sustancias que involucren la expresion génica, otros factores de virulencia y
también a nivel computacional, que permitan identificar su mecanismo de accion y
gue puedan pasar a una fase clinica (Bramhachari, 2019; Aljeldah, 2022; Bassetti
etal., 2022).



4.Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

Con el presente estudio se contribuye a la determinacién del potencial inhibitorio de

sustancias provenientes de especies del género Piper sobre Quorum Sensing de

Pseudomonas aeruginosa. Los resultados de este trabajo permitieron concluir que:

Esta investigacion contribuye a la caracterizacién del potencial anti-QS de
extractos provenientes de especies del género Piper, determinandose a P.
asperiusculum, P. cumanense, P. pertomentellum, P. bogotense, P.
sucrense y P. grande, como las de mayor accién inhibitoria en la formacion
de la biopelicula de P. aeruginosa ATCC BAA-47 y en la produccion de
violaceina C. violaceum ATCC 12472.

El estudio fitoquimico realizado sobre la parte aérea de P. pertomentellum
condujo al aislamiento e identificacién por primera vez en la especie de
cinco amidas (C1-C5), destacandose C1 (etitembamida) que no tiene

reportes previos en la literatura.

Este estudio permitié6 determinar el potencial de algunos constituyentes
guimicos presentes en especies del género Piper sobre algunos factores de
virulencia asociados al sistema QS de Pseudomonas aeruginosa. Se
destaca el potencial inhibitorio de los factores de virulencia de los
compuestos con potencial multidiana que correspondieron a amidas (C9 y
C10), hidroquinonas (C8, C18 y C19) y derivados de &cido benzoico (C16).
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4.2 Recomendaciones y proyecciones

= Teniendo en cuenta el potencial anti-QS que tuvieron las especies de Piper,
se recomienda continuar con la caracterizacion de otros extractos

provenientes de este género presentes en Colombia

= Se recomienda continuar con la investigacion fitoquimica sobre las especies
pertenecientes al género Piper que presentaron potencial de inhibicién de
QS, con el fin de continuar caracterizando los constituyentes quimicos con

potencial anti-QS.

= Es importante seguir realizando estudios que permitan determinar el
mecanismo de accion de los compuestos que tuvieron actividad sobre los
factores de virulencia de P. aeruginosa. y realizar ensayos mas especificos

de QS con el fin de ampliar el espectro de actividad.

= Para algunos de los compuestos aislados en este estudio se recomienda
determinar la estereoquimica para complementar su caracterizacion

guimica.
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5. Anexos:

5.1 Potencial de los extractos de Piper en la

susceptibilidad de P. aeruginosa

Tabla 5-1. Efecto de los extractos provenientes de especies de Piper en el

crecimiento de P. aeruginosa

_ : Concentraciones (ppm) y resultados % crecimiento
Cdédigo Especie
1000 250 62,5

El P. annulatispicum (H) 100.5+0.9 112.1+2.1 109.2+ 1.1
E2 P. asperiusculum (H) 108.7 £ 1.7 109.4+2.2 117111
E3 P. asperiusculum (l) 73.4+6.1* 87.8+4.1 105.2+12.5
E4 P. asperiusculum (T) 87.5+93 97.9+125 116.1+6.1
E5 P. bogotense (PA) 97.2+45 109.7+7.9 100.6 + 8.2
E6 P. bogotense (PA) 101.9+1.1 98.8+25 95.6+2.1
E7 P. ceanothifolium (1) 725+ 1.3 87.2+49 109.5+5.5
E8 P. cumanense (PA) 32.6+11.1* 82.8+13.6 97.9+4.1
E9 P. cundinamarcanum (PA) 103.3+2.1 105.3+0.3 100.3+£3.1
E10 P. eriopodon (PA) 87.5+0.5* 89.1+3.1 101.7+ 0.7
E11 P. falcifolium (H) 83.8 £ 3.4* 108.3+ 1.5 109.3+1.1
E12 P. grande (H) 104.9+25 106.6 £2.1 100.1 £12.7
E13 P. haughtii (H) 102.4 +1.55 109.5+0.9 106.6 + 0.13
E14 P. nigrum (S) 75.5 +0.2* 88.8+9.6 110.4+11.1
E15 P. peltatum (1) 51.8+59* 69.4 £ 5.5* 90.9+1.3
E16 P. pertomentellum (PA) 93.3+7.2* 103.3+15.5 110.1+14.6
E17 P. pertomentellum (T) 129.3+9.8 132.2+1.3 122.1+6.6
E18 P. pesaresanum (PA) 100.6 £ 2.5 108.2+2.9 111.6 +0.9
E19 P. statarium (PA) 70.3+6.1* 94.1+0.2 100.8 £+ 0.5
E20 P. sucrense (H) 97.5+3.2 91.4+438 100.4+5.5
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E21 P. umbelatum (H)

3.5+10.3* 78.1+19.2 97.1+14.6

Gentamicina (2 ppm)

23%0.2

H: hojas. T: tallos. PA: parte aérea. I: inflorescencias. *Inhibe significativamente diferente en
comparacién al control con un p valor <0.05 (prueba Duncan).

5.2 Potencial de

los extractos de Piper en la

susceptibilidad de P. aeruginosa

Tabla 5-2. Efecto del extracto y fracciones provenientes de especies de Piper en el

crecimiento de P. aeruginosa

Extracto etandlico y

Concentracién (ppm) y resultados % de

Fracciones de P. crecimiento
pertomentellum 1000 250 62.5
EE 129,1+9,8 132,2+1,3 122,1+6,6
DCM 79,1+18 86,6 + 2,6 95,6 + 3,7
AcOEt 100,7 £ 2,7 103,1+15 107,1+£13
IPA 100,8+ 3,4 101,1+£2,7 110,7+1,.3
EtOH:H20 107,8+4,2 1085+1,7 1055+12,1
Gentamicina (2 ppm) 16+15




5.3 Datos espectroscopicos y constantes fisicas de
los compuestos provenientes de P.

pertomentellum

Datos espectroscopicos y constantes fisicas de los compuestos:

etiltembamida (C1)
acetato de tembamida (C2)
cefaradiona B (C3)
benzamida (C4)

tembamida (C5)






Tabla 5-3. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto C1

Nombre: Etiltembamida
Estado Solido blanco en
fisico: forma de agujas

Formula

molecular: C18H2.NOs

Punto de 93— 95°C

fusion:
EMAR calculada
C18H21NOs3
Datos (m/z 296.1209
EMAR [M+H]", calculado
para C1sH21NOg,
296.1281)

IR = 3331 (NH), 3061 (C(sp?)-H, 1635 (C=0), 1543 (C-N), 1600 y 1500 (C=C)
1246, 1100 y 1029 (C-O-C), 1029 (Ar-O-C) cm*

RMN'H: (400 MHz, CDCly) & 7.78- 7.74 (m, 2H, H-2", H-6"), 7.54 — 7.48 (m,
1H, H-4”), 7.44 (dd, J = 8.1, 6.5 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.28 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
H-2' H-6'), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3', H-5'), 6.60 (sa, 1H, NH), 4.44 (dd, J =
8.9, 4.0 Hz, 1H, H-2), 3.89 (ddd, J = 13.8, 7.8, 4.0 Hz, 1H, H-1), 3.82 (s, 3H,
MeOH), 3.46 (m, 1H, H-1""), 3.41- 3.31 (m, 1H, H-1), 3.41- 3.31 (m, 1H, H-1")
1.19 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

APT: (100 MHz, CDCls) 3 167.3 (C=0), 159.5 (C, C-4), 134.7 (C, C-1"), 131.8
(C, C-1’), 131.5 (CH,C-4"), 128.6 (2CH, C-3”, C-5”), 127.8 (2CH, C-2’, C-6"),
126.9 (2CH, C-2”, C-6”), 114.0 (2CH, C-3, C-5)), 80.0 (CH, C-2), 64.2
(CH,,,C-1""), 55.3 (CHs, C- CH3OH), 46.2 (CH,, C-1), 15.3 (CH3, C-2").

Bibliografia datos espectroscopicos: No reporta.

Peak Pick —
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1543,05
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690,52
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Figura 5-1. Espectro IR de compuesto C1



12 Efecto inhibitorio de sustancias provenientes de especies del género Piper

sobre Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa

NRNRNONIN—ETDOAOVONTMNMOPNONON—HOOVOLMANNTOTNONOINNT LI A~ O ®
NNRNRNNOUY LTI EIMNANNNGRAQRAT LT LONTTOMOMO—O®0ONA -
NNRNNRNNRNNRNNNNNNRNNNNN OSSO STFFTFFmmmmmmmmma N = A - —
e g S PSP
|
i
Saaae

7 1.0z
2

9.0 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 4.5 4
f1 (ppm)
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Figura 5-3. Espectro APT de compuesto C1 (CDCls. 100 MHz).
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Figura 5-7. Principales correlaciones en HMBC para el compuesto C1.



Tabla 5-4. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto C2.

Nombre: Acetato de
tembamida
Estado Sélido blanco
fisico: en forma de
agujas
Formula C18H19NO4
molecular:
Punto de 155-157 °C
fusion:

RMNZH: (400 MHz, CDCls) & 7.74 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.52 (t, J =
7,4 Hz, 1H, H-4”), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-3", H-5”), 7.36 (d, J = 8.6 Hz, 2H,
H-2’, H-6'), 6.93 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3", H-5'), 6.44 (s, 1H, NH), 5.97 (t, J =
6.3 Hz, 1H, H-2), 3.86 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H-1), 3.83 (s, 3H, MeOH), 2.12 (s,
3H, H-2").

APT: (100 MHz, CDCls) 8 170.7 (C, C=0), 167.4 (C, C=0), 159.8 (C, C4),
134.3 (C, C-1”) 131.6 (CH, C-3”), 129.7 (C, C-1’), 128.6 (2CH, C-6”), 127.9
(2CH, 4”), 126.9 (2CH, 2')), 114.2 (2CH, C-3'), 74.4 (CH, C-2), 55.3
CH3,MeOH), 45.0 CHy, C-1), 21.2 (CHa, C-2").

Bibliografia datos espectroscopicos: (Maxwell & Rampersad, 1989; do
Nascimento et al., 2012)
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Figura 5-8. Espectro RMN'H de compuesto C2 (CDCls. 400 MHz).
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Figura 5-9. Espectro APT de compuesto C2 (CDCls. 100 MHz).

Tabla 5-5. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto C3.

Nombre: cefaradiona B

Solido amarrillo

Estado fisico:
fluorescente

Formula
molecular: Ci18H15sNO4
Punto de fusion: 267-268°C

RMNZH: (400 MHz, CDCls) & 9.48 (t, 1H, H-11), 8.19 (s, 1H, H-3), 7.85 (t, 1H,
H-8), 7.65 (t, 2H, H-9, H-10), 7.44 (s, 1H, H-7), 4.10 (d, J = 2.8 Hz, 6H, OMe-3,
OMe-4), 3.83 (s, 3H, N-Me, H-6),

APT: (100 MHz, CDCls)  175.6(C=0, C-4), 156.4 (C=0, C-5), 155.1 (C-1),
153.1 (C-2), 132.4 (C), 131.9 (C-6a), 129.2 (C-8), 128.2 (C-9), 127.8 (C-10, C-
11), 127.1, 124.7 (C), 123.8 (C), 119.7 (C), 114.4 (C-7), 112.7 (C-3), 60.6 (C),
56.6 (C), 29.8 (N-Me, C-6),

Bibliografia datos espectroscopicos: (Desai et al.. 1988)
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Figura 5-10. Espectro RMN'H de compuesto C3 (CDCls, 400MHz).
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Figura 5-11. Espectro de APT compuesto C3 (CDCls. 100 MHz).

Tabla 5-6. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto C4.
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HN O _=° Nombre: Benzamida
2
7 3 Estado fisico: Solido blanco
6 4 Formula molecular: C/H;NO
5 Punto de fusion: 120°C

RMN*H: (400 MHz, CDCls) & 7.85- 7.79 (m, 2H, H-3,7), 7.57 — 7.51 (m, 1H, H-
5), 7.45 (dd, J = 8.2, 6.7 Hz, 2H, H-4,6), 6.04 (d, J = 73.1 Hz, 2H, NH).

APT: (100 MHz, CDCls) & 169.5 (C-1), 133.4 (C-2), 132.1 (C-5), 128.7 (C-4,6),
127.4 (C-3,7)

Bibliografia datos espectroscopicos:(Lignier et al., 2011)
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Figura 5-12. Espectro RMN!H de compuesto C4 (CDClz. 400 MHz).
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Figura 5-13. Espectro APT de compuesto C4 (CDCls. 100 MHz).

Tabla 5-7. Datos espectroscopicos y constantes fisicas del compuesto C5.

Nombre: Tembamida

Estado fisico: Solido blanco en
forma de agujas

Formula Ci16H17NO3
molecular:
Punto de fusioén: 155-156°C

RMNZH: (400 MHz, Metanol-d4) & 7.78 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-2", H-6"), 7.55 — 7.50 (m,
1H, H-4”), 7.44 (m, 2H, H-5”), 7.34 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-2’, H-6’), 6.91 (d, J = 8.6 Hz,
2H, H-3', H-5'), 4.85 (dd, J = 7.8, 5.1 Hz, OH), 3.78 (s, 3H, H-MeOH), 3.57 (qd, J =
13.5, 6.4 Hz, 2H, H-1).

APT: (100 MHz, Metanol-d4) & 169.1 (C, C=0), 159.3 (CHs C-4’), 1345 (C, C-17),
134.2 (C, C-1), 131.2 (CH, C-4”), 128.1 (2CH, C-3”, C-5"), 127.0 (2CH, C-2’, C-6"),
126.8 (2CH, C-2”, C-6”), 113.3 (2CH, C-3', C-5'), 71.7 (CH, C-2), 54.2 (CHs), 47.2 (CHa,
C-1).

Bibliografia datos espectroscépicos: (H. A. da Silva et al.. 2018)
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Figura 5-15. Espectro APT de compuesto C5 (Metanol-d4. 100 MHz).



5.4 Potencial de los compuestos de Piper en la

produccion

de

formacion de biopelicula de P. aeruginosa.

factores de virulencia vy

Tabla 5-8. Efecto de los compuestos provenientes de especies de Piper en la

formacion de biopelicula y produccién de los factores de virulencia de P.

aeruginosa
Cédi ) Compues 31.25 15.62
Especie Ensayo 250 ppm | 125 ppm | 62.5 ppm
go to ppm ppm
63.3 71.8 £ 729 + 56.4 +
Biofilm
18.9 10.4 21.3 12.7
5 Piocianin 81.7 + 90.9 + 95.8 + 102.6 =
' etitemba a 30.1 19.7 11.7 7.6
Cl | pertomente .
i mida Proteasa 81.7 + 76.7 = 89.1 + 100.3 £
um
s 23.7 27.1 21.4 20.1
104.5 1116 £ 76.1
Elastasas 97.6 £ 3.7
20.5 19.3 14.7
53.4 + 64.3 £
Biofilm | 93.1 £8.3 66.6 + 4.3
3.6 10.2
Piocianin 68.4 + 77.3 % 94.2 + 110.8 +
P. acetato de
} a 14.4 12.2 13.1 13.1
C2 | pertomente | tembamid
Proteasa 98.9 £ 832+ 85.8 £
llum a 94.3 +8.3
s 4.8 19.8 20.4
919+ 66.8 £
Elastasas 60.1+£9.9 | 62.7+7.4
19.6 18.1
45.4 + 46.7 £
Biofilm | 44.2+7.9 415+8.9
4.9 13.6
Piocianin 59.3 + 479 £ 102.1 £
P. 34.6+25
cefaradion a 17.2 13.7 16.1
C3 | pertomente
aB Proteasa 86.9 £ 79.9 £
llum 77.1+6.1 81.1+8.7
S 7.1 15.6
80.7 + 57.1 + 63.8 +
Elastasas | 58.8 + 9.2
15.3 12.7 11.5
o 135.9+ 102.4 +
P. Biofilm 35.6+49 | 34.2+3.1
Benzamid 36.8 17.7
C4 | pertomente
a Piocianin 76.9 £ 79.2 55.6 +
llum 93.5+9.9
a 20.8 10.6 14.1
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Proteasa 91.2 + 89.1+ 89.5+
83.9+6.3
S 12.4 7.5 10.6
84.8 + 741+ 69.1 + 68.3 +
Elastasas
19.9 13.3 18.4 20.1
o 59.1 + 66.1+ 819+
Biofilm | 41.2+6.9
8.7 13.6 18.1
b Piocianin 71.7 = 78.8 £ 108.1 82.1+
' tembamid a 15.4 22.6 12.9 19.6
C5 | pertomente
a Proteasa 813 955+ 103.9 =
llum 95.6 + 8.5
S 15.8 11.3 2.4
68.7 + 87.1+ 82.7 +
Elastasas 88.2+53
19.1 15.7 14.1
207.5+ 155.2 + 1125+
Biofilm
10.3 28.8 38.6
acido 4- | Piocianin 78.3 % 81.7 + 81.4 +
o P. metoxi-3- a 17.2 2.3 15.3
bogotense | farnesilbe | Proteasa 92.7 £
) 91.1+1.1 93.3x2.1
nzoico s 4.4
87.8 99.1 + 954 +
Elastasas
22.3 13.3 18.2
823+ 178.3 £ 157.1
Biofilm
29.9 24.2 13.4
acido 4- | Piocianin 54.1 £ 58.8 £
39.7+7.38
o7 P. hidroxi-3- a 20.1 18.7
bogotense | farnesilbe | Proteasa 80.6 + 79.6 + 87.8+
nzoico S 16.4 19.2 16.3
60.2 £ 88.1 101.6 £
Elastasas
16.4 135 17.5
142.8 + 115.8 + 733+
Biofilm
20.8 4.2 11.1
Piocianin 33.2+ 69.6 =
2- 789+25
P. a 20.1 21.3
C8 farnesilhid
bogotense ) Proteasa 739 843 + 101.2 =
roquinona
s 13.9 11.1 4.3
443 + 100.8 + 939+
Elastasas
18.3 20.8 224
63.4 + 61.5+ 98.1 +
Biofilm
C9 P. nigrum Piperina 15.5 12.9 29.1
Piocianin | 27.1+6.5 | 27.6% 95.8 +
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a 5.3 18.5
Proteasa 57.2 98.5+
58.8+3.1
s 2.6 11.9
43.3 1135+
Elastasas | 39.2 + 0.8
9.6 30.9
514+ 42.9 £ 713+
Biofilm
14.7 7.9 21.9
Piocianin 85.9 % 80.9
35.2+9.2
. Piperlong a 22.2 20.6
C10 | P. nigrum .
uminina | Proteasa 64.2 + 99.8 +
97.1+9.6
S 10.8 7.1
69.4 + 65.5 +
Elastasas | 43.8+7.4
6.5 12.9
o 164.4 + 141.2 + 113.1 +
Biofilm
15.9 20.1 19.6
Piocianin 1141 £ 69.5 815+
iso- a 7.3 48.2 41.2
C11 | P. nigrum o
piperina | Proteasa 95.3 % 745 % 87.7 +
s 24.4 19.2 25.1
735+ 55.7 £ 61.7 £
Elastasas
225 211 29.1
542.6 + 355.3+ 142.7 =
Biofilm
11.3 9.1 17.4
Piocianin 66.2 + 72.7 £ 61.6 £
cin piper 4-nero- a 17.9 33.9 135
peltatum | lidilcatecol | Proteasa | 100.1 + 97.4 + 102.4 +
s 12.7 1.3 6.7
83.1+ 62.5 +
Elastasas 65.4 +8.9
20.7 18.3
193.6 + 177.7 £ 53.2 £
Biofilm
22.1 6.5 14.7
Piocianin 934 + 116.6 £ 134.6 £
piper ) a 21.8 25.5 28.9
C13 ] Eriopodol
eriopodon Proteasa 953+
93.3+3.1 99.3+3.1
S 3.1
108.5 + 124.7 + 141.3 +
Elastasas
215 24.3 214
o 191.4 + 177.6 = 70.9 £ 28.1 +
piper Gibbilimbo | Biofilm 40.5+9.9
Cl4 5.7 14.1 15.7 2.6
eriopodon | I
Piocianin | 24.2+4.8 | 227+ |43.8+27 |354+6.8| 485+
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a 45 13.9
Proteasa 80.3 + 84.1+ 92.2 +
79.1+5.7 93.8+1.9
S 14.1 16.5 5.2
60.9 £ 66.1 £ 61.1 + 70.7 £
Elastasas | 51.2+ 7.9
15.9 14.6 16.6 7.1
1779 + 78.7 + 38.6 +
Biofilm 441 +7.8
10.3 17.3 10.2
3 Piocianin 80.1 £ 68.2 £ 533+ 70.6 £
P. Acido 4-
) a 14.9 19.1 15.8 30.6
C15 | pesaresanu | metoxiner
o Proteasa 79.3 £ 94.7 £ 79.6 £ 84.1+
m vogeénico
S 24.1 5.8 20.1 19.9
72.7 £ 718 £ 58.1 69.1 £
Elastasas
21.3 8.5 16.1 18.6
acido 3- o 62.9 + 106.1 +
Biofilm | 50.6 £ 9.6
(3.3- 14.9 17.6
dimetilalil- | Piocianin 67.2 + 49.1 + 49.2 +
P. 1'-0x0)-5- a 23.3 24.3 32.9
C16 | pesaresanu | (3".3"- Proteasa 77.2 + 57.3 + 67.2 +
m dimetilalil) S 23.7 17.1 28.1
-4-
. ) 81.1+ 73.1+ 67.5 %
hidroxiben | Elastasas
. 39.7 38.2 42.4
zoico
1.4- o 137.1 + 475 * 53.1+
Biofilm 462+ 7.7
dihidroxi- 13.6 9.6 16.5
P 2- (3" Piocianin 954 £ 72.3 £ 70.2 £ 64.4 +
' hidroxi-3' a 16.1 18.1 18.4 19.1
C17 | ceanothifoli
7'-dimetil- | Proteasa 86.4 + 89.9 + 84.1+ 79.4 +
um
1'-0x0-6'- S 19.1 6.2 16.3 17.9
octenil)be 67.5 % 81.7 = 65.2 £ 64.4 +
Elastasas
nceno 13.7 15.7 17.3 14.2
o 159.2 + 52.9 + 40.6 £
Biofilm 439+4.1
9.8 3.50 10.9
Piocianin 60.5 £ 443 +
P. Debromoc 554+52|326+21
o a 13.5 8.8
C18 | ceanothifoli | ymopolon
Proteasa 49.7 82.1+
um a 79.3+7.2 93.1+3.5
s 10.6 15.1
259+ 62.5 + 68.3 +
Elastasas | 47.1 + 6.3
14.4 325 14.1
C19 P. 1.4- Biofilm 104.7 £ 442 + 90.6 £
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ceanothifoli | dihidroxi- 24.5 5.3 23.4
um 2-(3'.7- | Piocianin 441 + 845+ 101.3
dimetil-1'- a 12.4 21.8 15.4
oxo0-2'-Z- | Proteasa 68.7 + 87.5+
, 88.1+4.4
6'- S 25.8 4.1
octadienil) 1039+ | 1187+
Elastasas | 40.2 +2.5
benceno 13.3 175
151.9+ 102.3+ 132.4+
Biofilm
23.2 29.8 34.1
b Piocianin 535+ 845 + 63.1 +
' Lhotzcrom a 25.1 17.6 30.6
C20 | ceanothifoli
eno Proteasa 75.2 94.1 + 78.6 =
um
S 21.3 14.4 17.7
73.1+ 123.4+ 82.6 +
Elastasas
19.5 13.7 19.14
o 200.9 £ 146.6 51.8+ 445 +
1,4- Biofilm
13.1 20.8 15.1 10.1
dihidroxi- S
b 21 Piocianin 55.4 + 58.2 + 539+ 58.8 +
' a 17.1 20.8 14.8 16.7
C21 | ceanothifoli | hidroxi-1'-
) Proteasa 95.2 + 914 + 78.3 £ 79.3 £
um metil-1"-
) s 10.2 4.6 19.3 13.1
etil)bence
63.7 77.3 56.1 + 47.2 £
no Elastasas
13.7 17.5 16.3 12.5

*Los datos se presentan como porcentaje de produccion + la desviacion estandar de cinco

réplicas de una repeticion independiente. Segun la prueba estadistica Duncan (p < 0.05). los

recuadros de color rojo no tienen un efecto significativo en la produccion de los factores de

virulencia

y los

verdes

son

significativamente

diferentes.
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