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RESUMEN

Las infecciones urinarias asociadas a catéteres son de las infecciones nosocomiales mas
comunes causadas principalmente por Escherichia coli uropatégena debido a su capacidad para
formar biopeliculas en catéteres. La formacion de biopeliculas hace que la infeccion sea recurrente
y resistente frente a antibidticos. Por lo que se ha sugerido inhibir la formacion de biopeliculas
desde las etapas iniciales. Algunos compuestos fendlicos son efectivos contra biopeliculas; sin
embargo, su modo de accion no es especifico y pueden afectar diferentes puntos de la biopelicula.
En este sentido, la combinacion de compuestos fendlicos puede presentar un efecto sinérgico. El
objetivo fue evaluar la combinacién de catequina, &cido protocateico y acido vanilico sobre el
crecimiento planctonico, erradicacion de biopeliculas, adhesion y formacion de biopeliculas de E.
coli uropatogena en superficies de silicona. El &cido protocateico (12.98 mM), &cido vanilico
(11.89 mM) y catequina (13.78 mM) inhibieron células planctdnicas; mientras que la combinacion
de 1.62, 0.74 y 0.05 mM, respectivamente, mostro efecto sinérgico. Los compuestos fenolicos
individuales y en combinacién lograron permear y hacer mas fluida la membrana celular. Por su
parte, el acido protocateico (25.95 mM), y el acido vanilico (23.78 mM) fueron efectivos para
erradicar biopeliculas de E. coli uropatdgena en silicona; mientras que la combinacion de 3.2, 2.97
y 1.72 mM, respectivamente mostro efecto sinérgico. La motilidad bacteriana se redujo hasta un
35% y la carga superficial, la hidrofobicidad y la fimbria curli fueron afectadas por los compuestos
fendlicos, siendo la combinacion la mas efectiva. Los compuestos fendlicos individuales y en
combinacion redujeron del 20 al 40% el contenido de sustancias poliméricas extracelulares. Los
compuestos fenolicos redujeron la comunicacion celular de E. coli uropatogena del 10 al 25%,
siendo la combinacion la mas efectiva. El acido protocateico (11.03 mM) y el acido vanilico (7.13
mM) inhibieron la formacion de biopeliculas sin afectar la viabilidad celular; mientras que la
combinacion de 1.62, 0.74 y 0.05 mM, respectivamente, mostré un efecto sinérgico. Mediante
microscopia se observo la reduccion de la estructura de la biopelicula a traves del tiempo. Este
estudio demostro el potencial de combinar compuestos fendlicos para reducir las dosis efectivas
individuales y aumentar su efecto anti-biopelicula a través de la inhibicién de motilidad, adhesion,
comunicacion celular y contenido de sustancias poliméricas extracelulares de E. coli uropatdgena.

Palabras clave: sinergismo, compuestos fenolicos, biopeliculas bacterianas.
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ABSTRACT

Catheter associated urinary tract infections are the most common nosocomial infections
caused mainly by uropathogenic Escherichia coli due to their ability to form biofilms in catheters.
Biofilm formation makes the infection recurrent and resistant to antibiotics. Therefore, it has been
suggested to inhibit the formation of biofilm from the initial stages. Some phenolic compounds are
effective against biofilms; however, its mode of action is not specific and may affect different
points of the biofilm. In this sense, the combination of phenolic compounds could have a
synergistic effect. The objective of this study was to evaluate the combination of catechin,
protocatechuic acid and vanillic acid on the planktonic growth of uropathogenic E. coli, biofilm
eradication, adhesion, and biofilm formation on silicone surfaces. Protocatechuic acid (12.98 mM),
vanillic acid (11.89 mM), and catechin (13.78 mM) were effective in inhibiting planktonic
uropathogenic E. coli; while the combination of 1.62, 0.74 and 0.05 mM, respectively, showed a
synergistic effect. The individual phenolic compounds and in combination permeate and make the
cell membrane more fluid. On the other hand, protocatechuic acid (25.95 mM) and vanillic acid
(23.78 mM) were effective in eradicating uropathogenic E. coli biofilms in silicone; while, the
combination of 3.2, 2.97 and 1.72 mM, respectively showed synergistic effect. Bacterial motility
was reduced from 20 to 35% by the individual phenolic compounds, while the greatest reduction
was obtained with the combination. The surface charge, hydrophobicity and fimbria curli were
affected by the phenolic compounds, being the most effective the combination. The individual and
combined phenolic compounds reduced the content of extracellular polymeric substances from 20
to 40%. The phenolic compounds reduced the cellular communication of uropathogenic E. coli
from 10 to 25%, being the combination the most effective. Protocatechuic acid (11.03 mM), and
vanillic acid (7.13 mM) inhibited the biofilm formation without affecting cell viability; while, the
combination of 1.62, 0.74 and 0.05 mM, respectively, showed a synergistic effect. Using electronic
microscopy, it was observed that phenolic compounds affected the biofilm structure in a time-
dependent manner. This study demonstrated the potential to combine phenolic compounds to
reduce individual effective doses and increase the anti-biofilm effect through the inhibition of
motility, adhesion, cell communication and extracellular polymer content of uropathogenic E. coli.

Keywords: synergism, phenolic compounds, bacterial biofilms
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1. INTRODUCCION

Las infecciones de las vias urinarias (1Us) se definen como la presencia de microorganismos
patogenos en cualquier parte del sistema urinario, y representa una de las infecciones mas comunes
a nivel mundial. En México durante el 2017 se estimo un total de 2 896 602 casos, representando
la tercera causa de morbilidad (Salud, 2010). Esta infeccidon es frecuentemente adquirida en
ambientes hospitalarios y el 80% de éstas son asociadas con el uso de un catéter urinario (Nicolle,
2014). La mayoria de los catéteres estan elaborados de latex y recubiertos con silicona, el cual es
un material propenso a la adhesion bacteriana, aumentando asi el riesgo de adquirir una 1U. El
agente etiolégico mas comun de esta infeccidn es Escherichia coli uropatdgena. Se considera que
la capacidad de este microorganismo para adherirse a las superficies de dispositivos médicos y
formar biopeliculas es la principal causa de las infecciones urinarias asociadas a catéteres (IUAC)
(Nicolle, 2014).

Las biopeliculas son una comunidad compleja de bacterias adheridas a una superficie que exhiben
un metabolismo alterado en relacion con su contraparte planctonica. Estos agregados bacterianos
estan rodeados por una matriz de sustancias polimericas extracelulares (SPE) constituidas de
polisacaridos, proteinas y &cidos nucleicos (Phillips et al., 2010). La formacion de biopeliculas
comienza con la adhesién de células planctonicas a la superficie, esto es favorecido por la motilidad
flagelar que les permite superar las fuerzas electrostaticas ambientales y alcanzar el sitio (Flores-
Mireles et al., 2015). Las células bacterianas comienzan su adhesion estableciendo interacciones
no especificas como electrostaticas e hidrofobicas entre las mismas bacterias y la superficie.
Posteriormente, esta adhesion se refuerza con la presencia de organelos adhesivos de la bacteria
como fimbrias y pilis y con la secrecion de SPE (Beloin et al., 2008). Ademas, el sistema de
comunicacion intercelular promueve la formacion y crecimiento de la biopelicula. Naturalmente,
E. coli uropatdgena codifica una serie de factores de virulencia, como flagelos, fimbrias, adhesinas,
entre otros, que les permiten formar biopeliculas y sobrevivir en las vias urinarias. En este contexto,
la afeccion de la adhesion celular y los factores de virulencia que promueven la formacion de
biopeliculas podrian ser una alternativa para reducir la incidencia de IUAC.

Las biopeliculas contribuyen a la resistencia y persistencia de la infeccidn, ya que protegen a las

bacterias del flujo mecénico de la orina, de la respuesta del sistema inmune del huésped y de los
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efectos de los antibioticos (Flores-Mireles et al., 2015). La matriz de SPE proporciona la proteccién
contra los antibioticos debido a que limitan su difusién dentro de la biopelicula, lo que hace que la
mayoria de las infecciones relacionadas con el catéter sean dificiles de erradicar (Ito et al., 2009).
Aunado a esto, la resistencia bacteriana ha ido en aumento en las Gltimas décadas. En un estudio
se informo que E. coli aislada de orina de pacientes con IUAC es resistente a los antibidticos de
uso mas frecuente (Calderon-Jaimes et al., 2013). Generalmente, el mecanismo de accion de los
antibidticos es inhibir el crecimiento o causar la muerte de bacterias planctdnicas; sin embargo, son
menos activos para evitar la adhesion celular e inactivar biopeliculas preformadas. Por lo tanto, se
necesitan con urgencia nuevas estrategias y agentes efectivos contra biopeliculas con menor riesgo
de causar resistencia.

Dentro de las estrategias mas estudiadas como tratamiento para las IUs se encuentra el uso de
extractos de plantas. Desde la antigliedad se han utilizado plantas medicinales para la prevencion
y tratamiento de infecciones bacterianas. En particular para las 1Us, el consumo de arandano y sus
derivados han sido ampliamente recomendados debido a su componente fendlico principal, las
proantocianidinas, y su efecto para inhibir la adhesion de fimbrias a células uroepiteliales (Howell,
2007; Vasileiou et al., 2013). Sin embargo después del consumo de arandano, los compuestos
fendlicos complejos se metabolizan a fenoles simples como &cidos fendlicos y flavonoides
(Monagas et al., 2010). Varios estudios clinicos informaron la presencia de estos compuestos en la
orina después de la ingestion de arandano y dentro de los mas abundantes se encontraron el acido
protocateico, el acido vanilico y la catequina (Iswaldi et al., 2013; McKay et al., 2015). Esto
resultados nos llevan a pensar que esos compuestos especificos también podrian ejercer un efecto
antibacteriano y reducir las IUs.

El potencial antibacteriano de la catequina y los &cidos protocateico y vanilico en células
planctonicas de E. coli ha sido eficaz (Alves et al., 2013; Jayaraman et al., 2010; Nakayama et al.,
2013); sin embargo, no se ha investigado su capacidad para inhibir la formacion de biopeliculas de
E. coli uropatégena. Algunos acidos fendlicos han demostrado actividad para reducir la formacion
de biopeliculas bacterianas; por ejemplo, los acidos p-cumarico (0.25%) y feralico (0.05%)
redujeron en rango de 2 a 6 log UFC/catéter la formacion de biopeliculas de E. coli uropatégena
en catéteres urinarios. Ademas, estos compuestos redujeron la biopelicula formada en el lumen del
catéter pero no la inactivaron completamente (Kot et al., 2015). Similarmente, el acido galico y

fertlico inhibieron la formacion de biopeliculas de E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
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Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes sobre superficies de poliestireno en un rango de
15-100% (Borges et al., 2012).

Los compuestos fendlicos tienen una potente actividad antibacteriana contra la formacién de
biopeliculas. Las estrategias efectivas contra la biopelicula no se pueden limitar a una sola
metodologia que pueda interrumpir una via, sino que deben dirigirse simultaneamente a las diversas
rutas adoptadas por los microorganismos para sobrevivir dentro de su ecosistema. La evidencia con
respecto a su modo de accidn anti-biopelicula ha sugerido la reduccién de la adhesién mediante la
inhibicion de la motilidad y los cambios en la superficie bacteriana, la reduccién en el contenido
de SPE vy la interferencia con la comunicacion celular que afectan el crecimiento y estructura de
las biopeliculas (Hidalgo et al. 2011; Lee et al. 2011). Sin embargo, el mecanismo exacto no ha
sido totalmente aclarado. Los compuestos fendlicos tienen mecanismos de accion inespecificos, lo
que significa que podrian dirigirse a diferentes puntos de control durante el desarrollo de la
biopelicula. Esto parece ser una ventaja, ya que la combinacién de compuestos fendlicos con
diferentes estructuras podria ejercer un efecto sinérgico para el control de biopeliculas atacando
diferentes sitios de accion al mismo tiempo.

Basado en el valor terapéutico de las interacciones sinérgicas de mezclas herbolarias, la
combinacion de agentes antimicrobianos ha adquirido gran interés para el control de bacterias
patogenas (Cottarel & Wierzbowski, 2007). Rodriguez-Pérez et al. (2016) reportaron el efecto de
25 fracciones de un extracto de arandano sobre la formacion de biopeliculas de E. coli uropatdgena.
Los resultados demostraron que el extracto completo presentd mayor actividad que las fracciones
debido a la suma de acciones de todos los componentes. Ademas, se observo que la fraccion que
contenia miricetina y quercetina en combinacién fue la mas efectiva para disminuir la formacion
de biopelicula de la bacteria en comparacion con el control y con las fracciones individuales de
estos compuestos. Este estudio demuestra que la combinacion de compuestos fendlicos es una
buena estrategia para aumentar la efectividad de los compuestos en comparacion con su uso
individual.

Con base a todo lo anterior, la combinacién de diferentes compuestos fenélicos podria tener un
mayor efecto en la inhibicién de formacién de biopeliculas en comparacién con los compuestos
individuales. Esto debido a la accion de cada compuesto en los diferentes puntos de control durante
las etapas de la formacion de biopeliculas. Por lo tanto, la pregunta de investigacion de este estudio

es ¢ Cual efecto tiene la presencia individual y combinada de acido protocateico, acido vanilico y
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catequina sobre la formacion y erradicacion de biopeliculas de E. coli uropatogena de superficies
de catéteres urinarios de silicona? Por lo tanto, en este estudio se evaluo el efecto de la catequina,
acido vanilico y éacido protocateico y su combinacién sobre el crecimiento plancténico,
erradicacion de biopeliculas, adhesion y formacion de biopeliculas de E. coli uropatdégena en

superficies de silicona.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Infecciones Urinarias Asociadas a Catéteres son un Problema de Salud Publica

Las infecciones urinarias son de las infecciones mas comunes a nivel mundial y se definen como
aquellos procesos inflamatorios relacionados con la invasion y multiplicacion de microorganismos
que ocurren en cualquier nivel de vias urinarias, desde la uretra hasta las vias urinarias superiores
(Flores-Mireles et al., 2015). Este tipo de infecciones suelen ser muy frecuentes en ambientes
hospitalarios representando del 25 al 45% de las infecciones nosocomiales. Ademas, se ha sugerido
que del 70-80% de las infecciones urinarias hospitalarias estan fuertemente asociadas con el uso
del catéter vesical (Lo et al., 2014). La infeccion de vias urinarias asociada a catéter (IUAC) es una
causa comun de infecciones prevenibles que aumentan la morbilidad y mortalidad, ademas de
servir como reservorio para organismos resistentes (Mandakhalikar et al., 2016).

En México, el reporte del anuario de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (2015)
notifica que la IUAC es la tercera infeccion asociada a la atencion de salud con el 15.75% y con
6,842 casos reportados. La tasa de adquisicién de una nueva IUAC es cercana al 3-7% por dia
cuando se usan catéteres permanentes por corto plazo y del 100% después de 30 dias. Ademas, se
estima que el riesgo de bacteriemia es 60 veces superior en pacientes con sonda permanente que el
de los pacientes no sondeados (Salud, 2010). La aparicion de una IUAC prolonga los dias de
estancia hospitalaria entre 6 a 10 dias, incrementa la probabilidad de morir e implica un aumento
en los gastos hospitalarios lo que impacta en la economia del sistema de salud y de las familias. Se
ha estimado que un episodio de bacteriuria (presencia de bacterias en orina) tiene un costo adicional
entre 500-1000 dolares (Salud, 2010).

La IUAC ocurre durante el periodo de cateterizacion o en las 72 h tras la retirada de la sonda.
Algunos de los factores de riesgo mas frecuentemente asociados a las IUAC son la duracion con la
sonda y las complicaciones durante la colocacion, el manejo del catéter y la susceptibilidad del
huésped segun su edad, género, enfermedades concomitantes, y ciertas condiciones como
embarazo y alteracion anatdmico-funcional de las vias urinarias (Control & Prevention, 2015). El

diagndstico microbioldgico suele requerir un crecimiento superior o igual a 10° UFC/mL de una
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sola especie de microorganismo de dos muestras de orina recogidas asépticamente del catéter
(Hooton et al., 2010). La mayoria de los episodios de bacteriuria a corto plazo asociada a sondas
suelen ser asintomaticos (Control & Prevention, 2015). Los pacientes con infeccidn sintomatica
pueden ocasionalmente presentar conteos cuantitativos mas bajos (10° UFC/mL), lo que
probablemente refleja la colonizacién por biopelicula en el catéter (Lo et al., 2014). Las medidas
en la reduccion de las IUAC son principalmente: consumo de liquidos, reduccién del uso de sonda,
uso apropiado de la misma, técnicas seguras para su insercién y mantenimiento, manejo de la
obstruccion, manejo en la recoleccion de muestras y eleccion correcta del material del catéter
(Hooton et al., 2010).

Los catéteres urinarios son dispositivos médicos, tipicamente con la forma de un tubo, que se
insertan en el cuerpo para eliminar liquidos provenientes del sistema urinario. Estos son elaborados
de diferentes materiales que determinan sus caracteristicas: elasticidad, coeficiente de friccion,
biodurabilidad, biocompatibilidad, tendencia a la incrustacion y tendencia a la adherencia
bacteriana (Singha et al., 2017). Los catéteres estan hechos con biomateriales poliméricos que
pueden ser naturales como el latex o sintéticos como el cloruro de polivinilo, teflén, silicona u otros
plasticos (Lawrence & Turner, 2005).

La silicona es uno de los biomateriales mas probados y ampliamente utilizados durante el
cateterismo urinario en sondaje de corta y larga duracion. Este tipo de material presenta
caracteristicas positivas como alta biocompatibilidad, biodurabilidad y resistencia a la incrustacion,
atribuidas a la estabilidad quimica y térmica, baja tension superficial e hidrofobicidad (Colas &
Curtis, 2004). La silicona, conocida como polidimetilsiloxano, esta constituido por un polimero
sintético que se compone de enlaces de silicio a oxigeno que se repiten y presenta grupos metilo
unidos a los atomos de silicio (Figura 1). Como los catéteres de silicona pura son mas caros, la
mayoria estan fabricados con latex que se recubre con silicona para mejorar su tolerancia y facilitar
su insercion (Curtis & Klykken, 2008). Por otro lado, los catéteres urinarios deben presentar poca
tendencia a la adherencia bacteriana. Sin embargo, este tipo de material comparado con otros
materiales médicos como cloruro de polivinilo y acero inoxidable, presenta mayor adhesion
bacteriana (Gomes et al., 2015). Se ha sugerido que las superficies hidrofbicas como las de la
silicona favorecen la adhesion bacteriana, mientras que las superficies hidrofilicas son colonizadas
en menor medida por bacterias (Gomes et al., 2015). Por lo que el material del catéter presenta un

rol importante para el desarrollo de las 1Us.
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Las Instituciones de Salud han indicado que, a pesar de los avances en el conocimiento sobre el
diagnostico, fisiopatologia y tratamiento, las IUAC siguen siendo un problema de salud publica.
Generalmente, estas infecciones se presentan debido al sobreuso de la sonda y a la falta de
capacitacion para la instalacion y manejo del dispositivo. Por lo tanto, existe una verdadera e

importante necesidad de disefiar estrategias que eviten el desarrollo de la infeccion.
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Figura 1. Estructura molecular del polimero de silicona.

2.2 Escherichia coli Uropatdgena es el Principal Causante de Infecciones Urinarias Asociadas a

Catéteres

A pesar de las barreras de las vias urinarias contra la infeccion microbiana, algunos organismos
especificos son capaces de colonizar y persistir en este nicho (Dhakal et al., 2008). Los
uropatogenos emplean estrategias especificas para infectar las vias urinarias, incluyendo la
colonizacion de una sonda. La insercion en la vejiga de un cuerpo extrafio como el catéter aumenta
la susceptibilidad de un paciente a adquirir infecciones urinarias, ya que estos dispositivos sirven
como el sitio de iniciacion de la infeccidn. El catéter favorece la colonizacion bacteriana ya que
dafa la mucosa uroepitelial protectora y conduce a la exposicidén de nuevos sitios de union para
adhesinas bacterianas e interrumpe las defensas mecanicas normales del huésped. Esto da como
resultado una sobredistension de la vejiga y miccion incompleta que deja la orina residual para el
crecimiento microbiano (Jacobsen et al., 2008).

La mayoria de los uropatdgenos son contaminantes fecales, microbiota nativa de la piel o

microbiota transitoria que proviene del personal o ambiente hospitalario (Nicolle, 2014). La entrada
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bacteriana en la vejiga puede ocurrir en el momento de la insercidn del catéter, a traves del lumen
del catéter o a lo largo de €l. Debido a la insercidn de un dispositivo extrafio, los microorganismos
capaces de causar IUAC requieren menos factores de virulencia para colonizar y establecer la
infeccion que aquellos que causan infecciones urinarias (Jacobsen et al., 2008). Las infecciones
urinarias en pacientes con sonda vesical, tienen un espectro etiolégico muy amplio y generalmente
son monobacterianas. La etiologia bacteriana méas frecuente en la IUAC incluye enterobacterias
como E. coli, Klebsiella, Enterobacter; bacilos Gram-negativos no fermentadores de lactosa como
Pseudomonas, Acinetobacter y microorganismos Gram-positivos como enterococos. Estudios
clinicos demuestran que la bacteria encontrada mas frecuentemente en pacientes con IUAC es E.
coli (Foxman, 2010; Martinez & Mensa, 2005; Nicolle, 2014).

En México se report6 que el 52.9% de pacientes de segundo nivel de atencion presentaron IUAC
causada por E. coli, sequida de Enterococcus faecalis (17.65%) y Klebsiella pneumoniae (11.77%).
Asi mismo, en el tercer nivel de atencion la principal bacteria responsable de la infeccién fue E.
coli conun 27.78% (De Lira Torres et al., 2012). Por otro lado, Molina et al. (2007) reportaron que
E. coli (5%) fue la bacteria mas frecuente en pacientes portadores de catéteres urinarios en un
hospital de tercer nivel de atencion médica, seguida de Enterobacter (3.8%) y Pseudomonas
(2.5%).

E. coli es un microorganismo anaerobio facultativo Gram-negativo y miembro de la familia
Enterobacteriaceae. Las cepas de E. coli uropatdgena suelen diferir de otras cepas de E. coli que
integran la microbiota fecal y no se encuentran como agentes de infecciones urinarias (no
uropatdgenas). Adicionalmente, las cepas de E. coli uropatdgena demuestran una mayor capacidad
de adherencia a células del epitelio urinario, resistencia al poder bactericida del suero, produccion
de hemolisina y mayor produccion de antigeno capsular (antigeno K) (Davis & Flood, 2011). La
patogenicidad de la bacteria dependera de la presencia de uno o més factores de virulencia, como
son la presencia de adhesinas que permiten su adhesion, la liberacion de toxinas (hemolisinas),
invasinas o islas de patogenicidad, entre otras (Cuadro 1) (Nohales & Nohales, 2010).

El primer paso en la patogénesis de la IUAC por E. coli uropatégena es la motilidad de la bacteria
que permite que llegue a la superficie (Reisner et al., 2014). Una vez que las bacterias se encuentran
en el tejido uroepitelial, éstas se internalizan en la célula del huésped y proliferan en el citosol
formando comunidades intracelulares que sirven como proteccion contra la respuesta inmune del

huésped, permiten persistir en las vias urinarias e interfieren con su erradicacion (Mulvey, 2002;
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Soto et al., 2007) (Figura 2). Estas comunidades no son de larga duracion y con el tiempo se

dispersan o se eliminan junto con las células infectadas del huésped (Blango et al., 2014), lo que

puede potenciar la difusion de la bacteria dentro de las vias urinarias. E. coli uropatdgena produce

y secreta toxinas como las hemolisinas en el medio ambiente local causando un dafio en el tejido;

ademas presenta sistemas complejos de adquisicion de hierro que contribuyen con su virulencia y

patogénesis. Sin embargo, como el inicio de la infeccidn se debe al desarrollo de biopeliculas en el

catéter, este evento se ha visto como un posible punto de control para la infeccion.

Cuadro 1. Principales factores de virulencia de Escherichia coli uropatogena (Nicolle, 2014).

Factor de virulencia Gen Funcién

1. Superficie

Flagelo fliC Motilidad, facilita la ruta de ascenso

Proteinas de membrana ireA, iha, Funcion de receptores y transporte

ompA/CIT

2. Adhesina

Fimbria tipo 1 fim Media adhesion sensible a manosa en epitelio del
tracto urinario, adhesién a superficies abidticas,
permite la invasion, formacion de biopelicula,
presente en mas del 90% de bacterias involucradas
en IUAC

Fimbria P pap Media adhesion resistente a manosa, presente en 40-
60% de E. coli uropatogena aislada en casos de
pielonefritis.

Fimbria S afa Adhesion al epitelio mucosal de vejiga, rifion y
cerebro

Fimbria Dr sra Involucrada en proceso de adhesion e invasion

Adhesina afimbrial afa Adhesion a epitelio mucosal

Adhesina nofimbrial nfa Adhesion

Fimbria curli csg Promueve la colonizacion, formacion de biopelicula
y adhesidn a superficies abidticas

Adhesina autotransportadora upa Autotransportador que promueve la agregacion

celular y la formacion de biopeliculas.

3. Evasion de la respuesta del huésped

Cépsula K kps

Antifagocitica, anticomplemento y resistencia al
suero
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Lipopolisacarido rfa, rfb,  Efectos endotoxicos, induccion de citocinas,

rfc resistencia al suero, inmunoadyuvante, inflamacion
y exfoliacién de células hospederas
Resistencia al suero colV, traT Resistenciaa la eliminacion de bacterias por el suero
a-hemolisina hly Citotoxicidad, hemolisis
Factor necrotizante cnf Interferencia con fagocitosis y apoptosis
citotoxico
Toxina secretada sat Citotoxicidad
autotransportadora
Toxina vacolizante vat Citotoxicidad
autotransportadora
4. Sistema de adquisicién de hierro
Sideroforo aerobactina IntA Crecimiento bajo restriccion de hierro
Sideroforo enterobactina ent Crecimiento bajo restriccion de hierro
Sideroforo salmoquelina iro Crecimiento bajo restriccion de hierro
Siderdforo yersinabactina fyuA Crecimiento bajo restriccion de hierro
E. coli uropatégena 4)
3) Biopelicula

1) -Adhesic'm 2)

Catéter

Exfoliacion

9)

Invasién

5) »

¢ é oy >

v
Comunidad bacteriana )_‘)':’,; 8) \ Dalio tsular 5
intercelular ~CiJ \ 9) 5

Inflamacién, apoptosis o
exfoliacién

7)

Células uroepiteliales

Figura 2. Representacion del proceso de adhesion e invasion de Escherichia coli uropatdégena en
presencia de catéteres: 1) Llegada al catéter mediada por flagelos. 2) Adhesion bacteriana a
superficie por fimbrias. 3) Formacion y maduracién de biopelicula. 4) Dispersion de células. 5)
Llegada y adhesion a células uroepiteliales. 6) Internalizacion de la bacteria a la célula y
proliferacion de la bacteria. 7) Formacion de comunidades intracelulares. 8) Salida de bacterias
moviles de la célula. 9) Exfoliacion de células infectadas y dafio al tejido por sideréforos y
hemolisinas. Adaptada de Flores-Mireles et al., 2015.
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2.3 La Formacion de Biopelicula de Escherichia coli Uropatégena como Barrera a los
Tratamientos Antibidticos

Las infecciones urinarias asociadas a catéteres generalmente son causadas por la formacion de
biopeliculas de E. coli uropatogena en las superficies del dispositivo (Reisner et al., 2014). Esta
biopelicula es una comunidad compleja de bacterias que secretan una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares (SPE) que le proporciona proteccion y la adhiere firmemente a la
superficie abidtica (Phillips et al., 2010). Algunos componentes de la orina, incluyendo la proteina
de Tamm-Horsfall, se incorporan en este material y pueden contribuir a la union de células
fimbriadas. La microbiologia de la biopelicula en un catéter permanente es dinamica con la
continua renovacion de los organismos en la biopelicula, mientras que el catéter permanece in situ
(Nicolle, 2014). Esta comunidad bacteriana puede ser extremadamente dificil de remover y una
erradicacion completa es dificil y costosa. Ademas, esta estrategia bacteriana proporciona
proteccion contra cambios ambientales e inmunoldgicos del huésped y a los antibiéticos, lo que
favorece la persistencia en el medio, infecciones recurrentes, tratamientos mas dificiles y mayor
tiempo de estancia en el hospital (Nicolle, 2014).

La formacion de biopelicula comienza inmediatamente después de la insercion del catéter, cuando
los organismos se adhieren a la pelicula acondicionadora de proteinas del huésped que se forma a
lo largo de la superficie del catéter. Tanto las superficies internas como las externas del catéter
estan involucradas. La transicién de células en estado plancténico (bacterias libres) a un estado
sésil (células en biopeliculas) ocurre en 5 principales etapas: |) adhesion reversible I1) adhesién
irreversible I11) formacion de microcolonias 1) maduracion de la biopelicula y V) dispersion
(Beloin et al., 2008) (Figura 3).

Para la formacién de biopeliculas se requiere primeramente un acercamiento de la bacteria a las
superficies abioticas generalmente mediado por la motilidad. En un ambiente liquido, las bacterias
podrian ser sometidas a fuerzas hidrodinamicas, especialmente cuando se acercan a las superficies.
Junto con el movimiento pasivo, que es gobernado por fuerzas brownianas o gravitatorias, las
bacterias han desarrollado mecanismos de motilidad que les permiten superar las fuerzas
electrostaticas e hidrodinamicas repulsivas encontradas (Beloin et al., 2008). En E. coli la motilidad
depende de un aparato flagelar compuesto de polimeros de flagelina (FIiC, fliC) que es necesario

para desplazarse en medio liquido. Los genes de la sintesis del flagelo bacteriano forman una
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cascada ordenada en la que la expresion de un gen a un nivel dado requiere la transcripcion de otro
gen a un nivel superior; en la parte superior de la jerarquia en enterobacterias esta el operén flnDC
(Soutourina & Bertin, 2003).

Motilidad

Células
plantonicas . e
Comunicacion A )
celular % (8
®
. o Lt aaa
Adhesién Formacion Maduracién Dispersién

. . . microcolonias
reversible e irreversib

Figura 3. Esquema de la formacion de biopeliculas bacterianas en superficies abioticas. La bacteria
mediante la motilidad por flagelo se aproxima al catéter y por medio de interacciones
fisicoquimicas se adhiere reversiblemente. Los organelos extracelulares como pilis y fimbrias
permiten la adhesion reversible. Posteriormente la sintesis de sustancias poliméricas extracelulares
y la comunicacion intercelular participan en la maduracion de la biopelicula. La ultima etapa es la
dispersion de las bacterias embebidas hacia nuevos sitios para formar méas biopeliculas.

Pratt y Kolter (1998) demostraron que la motilidad bacteriana era necesaria para formar
biopeliculas de E. coli, y propusieron que, ademéas de permitir que las bacterias rompieran las
fuerzas repulsivas de la superficie, los flagelos también pueden permitir que las bacterias se
diseminen sobre ésta. Ademas de que el flagelo y la motilidad influyen en la formacion de
biopeliculas favoreciendo la adhesion, también censan la superficie para desencadenar la
produccion de la matriz polimérica y participan en la arquitectura de la biopelicula (Belas, 2013,
2014; Besharova et al., 2016; Wood et al., 2006).

Por otro lado, la adhesion bacteriana inicial (primera etapa de la formacion de biopelicula) a las
superficies abioticas depende en gran medida de las interacciones fisico-quimicas y electrostaticas

entre la superficie bacteriana y el sustrato (Dunne, 2002). Las fuerzas de atraccion y repulsién entre
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las bacterias y la superficie conducen a la union reversible de las bacterias a la superficie. Este
apego reversible esta fuertemente influenciado por condiciones ambientales tales como el pH y la
fuerza ionica del medio o la temperatura y por la naturaleza de la superficie, siendo las superficies
rugosas e hidrofobicas mas susceptibles a la adhesion bacteriana (Beloin et al., 2008). Ademas, las
caracteristicas superficiales de la bacteria como el grado de hidrofobicidad, carga y energia
superficial, también son importantes para favorecer el proceso de adhesion.

La segunda etapa de la formacion de la biopelicula es la adhesion irreversible a la superficie. A
medida que las bacterias se multiplican, se adhieren méas firmemente y se diferencian, cambiando
los patrones fenotipicos y expresion génica en formas que promueven la supervivencia, incluyendo
la sintesis de sustancias poliméricas extracelulares que permiten la asociacion irreversible entre la
bacteria y la superficie (Verstraeten et al., 2008). Ademas, durante esta etapa los organelos
adhesivos como la fimbria tipo 1 y la curli, contribuyen a la union irreversible de las bacterias a las
superficies (Beloin et al., 2008).

La fimbria tipo 1 es una adhesina proteica filamentosa cominmente expresada en bacterias de E.
coli uropatdgena. Estas fimbrias tienen una estructura tubular que es de 5-7 nm de didmetro y entre
0.2 y 2 pm de largo. La fimbria tipo 1 es un factor de virulencia que permite la adhesion de la
bacteria de una manera manosa - dependiente a una variedad de receptores en las superficies de las
células uroepiteliales (Duncan et al., 2005). Varios grupos han reportado que estas adhesinas son
criticas para la formacion de biopelicula de E. coli en superficies abiéticas (Orndorff et al., 2004;
Pratt & Kolter, 1998). Se ha informado que los mutantes tanto en fimA, el gen que codifica la mayor
subunidad de la fimbria tipo 1, como en fimH, que codifica la adhesina especifica de manosa situada
en la punta de la fimbria, reducen la adhesién inicial de E. coli a superficies de cloruro de polivinilo,
sugiriendo que pueden tener actividad de union inespecifica en superficies abidticas mediadas por
la FimH (Pratt & Kolter, 1998). Diversos estudios indican que la expresion de la fimbria tipo 1
puede afectar la adhesion de E. coli a superficies abioticas por la alteracion de la composicion de
la membrana. Se ha demostrado que el contacto de la fimbria tipo 1 a la superficie disminuyen la
abundancia de varias proteinas de membrana tales como BtuB, EF-Tu, OmpA, OmpX, Slp y TolC
afectando las caracteristicas fisicoquimicas de la superficie bacteriana y por consiguiente
influyendo en la adhesion (Otto & Hermansson, 2004).

Por otro lado, la fimbria curli es un tipo de fibra amiloidea que se agrega para formar estructuras

de 6-12 nm de diametro y de largo entre 0.5 y 1 um. Estas fimbrias son producidas solas o en
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combinacion con el exopolisacarido celulosa por la mayoria de las cepas de E. coli patdgenas (Serra
et al., 2016). Las fibras curli consisten de una subunidad mayor CsgA y una subunidad menor
denominada CsgB, la cual sirve como nucleador para la polimerizacion de CsgA en la fibra
amiloidea en la superficie de la célula. Los genes involucrados en la produccién de curli se agrupan
en dos operones divergentemente transcritos: el operon csgBAC, que codifica los componentes
estructurales de curli y el operdn csgDEFG, que codifica un regulador transcripcional (CsgD) y la
maquinaria de exportacion de curli (CsgE-G) (Serra et al., 2016). Este tipo de fimbrias favorecen
la adhesion tanto a superficies bidticas como abidtica por medio de interacciones entre bacterias y
superficies y entre las mismas bacterias, promoviendo la formacion de la biopelicula (Arita-
Morioka et al., 2018; Carter et al., 2016).

Posterior a la adhesion por fimbrias y pilis, las siguientes etapas consisten en el crecimiento y
maduracion de la biopelicula caracterizada por el incremento de la produccion de SPE (Phillips et
al., 2010). La matriz de SPE es el rasgo caracteristico de la biopelicula que la distingue de las
bacterias planctonicas y se estima que hasta el 90% de la biopelicula madura pueden ser SPE
compuestas principalmente por agua, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos (Beloin et al.,
2008). La matriz de biopelicula ofrece una capa viscosa constantemente hidratada que protege a
las bacterias de la desecacion o de las defensas inmunes del huésped. Ademaés, desempefia un papel
protector como barrera para la difusion de moléculas toxicas y antimicrobianas, lo que podria
contribuir al desarrollo de resistencia de la biopelicula y causar infecciones persistentes (Anderson
et al., 2003). Asi mismo, la matriz de SPE juega un papel importante en la estructura y arquitectura
tridimensional de la biopelicula (Flemming & Wingender, 2010).

La composicion exacta de esta matriz varia de acuerdo con el microorganismo, la biopelicula de E.
coli contiene tres exopolisacaridos principales: -1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA), celulosa y
acido coléanico; sin embargo, el lipopolisacérido y la cdpsula también son factores importantes para
la formacion de la biopelicula aunque no se acumulen dentro de la matriz (Sharma et al., 2016). El
polimero de PGA ayuda a la formacidn de biopeliculas al mediar la adhesion entre células y a las
superficies. EI operén pgaABCD de E. coli codifica proteinas, incluida la glicosiltransferasa PgaC
que participa en la sintesis, exportacién y localizacién del polimero PGA (Beloin et al., 2008). Por
su parte, la sintesis de celulosa en E. coli esta regulada por el operon bcsABZC que codifica para
la proteina BcsA, una proteina de membrana cuya actividad de celulosa sintasa se controla de forma

alostérica al unirse el segundo mensajero c-diGMP (Zogaj et al., 2001). La celulosa junto con la
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red de fimbrias curli contribuye a la estructura rigida y tridimensional de la biopelicula (Beloin et
al., 2008). Similarmente, el acido colanico es un polimero con carga negativa de glucosa, fucosa y
acido glucurénico que forma una capsula protectora alrededor de la célula bacteriana en
condiciones especificas de crecimiento y condiciones ambientales. La sintesis de &cido colanico
involucra 19 genes en el grupo wca inducido por el sistema de tres componentes RcsC/RcsD/RcsB
y requiere un regulador de transcripcion positivo auxiliar RcsA (Sharma et al., 2016).

Asi mismo, la formacion de biopelicula es favorecida por un sistema que presentan las bacterias de
comunicacion celular entre ellas. Este proceso consiste en la respuesta de las bacterias a una
densidad celular especifica, lo cual provoca una alteracién en su fenotipo para que su metabolismo
y otras actividades le permitan sobrevivir en el entorno. La comunicacion intercelular se realiza a
través de la produccién de moléculas de sefializacion quimica conocidas como autoinductoras que
activan o reprimen ciertos genes dependiendo de la cantidad de moléculas sintetizadas que van en
funcién de una concentracion de densidad bacteriana critica (Nazzaro et al., 2013).

En bacterias Gram-negativas, el tipo mas estudiado de comunicacion celular son los homologos
Luxl/LuxR. Luxl sintetiza la molécula sefial generalmente acilhomoserina lactona (AHL); mientras
que LuxR sintetiza el receptor de la sefial, el cual al unirse a la molécula sefial, desencadena una
respuesta regulando la transcripcion génica (Zohar & Kolodkin-Gal, 2015). En el caso de E. coli
solo se codifica el homologo LuxR Ilamado SdiA y en su genoma no hay genes (Luxl) que
sinteticen acilhomoserina lactonas. A pesar de que no se sintetizan AHL, esta bacteria puede
detectar y responder a estas moléculas sefial producidas por otras bacterias por medio del receptor
SdiA (Zohar & Kolodkin-Gal, 2015). Ademas, SdiA tiene un papel adicional en el control de la
formacion de biopeliculas. Se ha demostrado que la sobreexpresiéon de sdiA en E. coli a 37°C
aumenta la formacion de biopeliculas comparados con las cepas silvestres (Suzuki et al., 2002).
En E. coli existe otro sistema de comunicacién celular por moléculas llamadas autoinductoras 2
(Al-2). Estas moléculas facilitan la comunicacion interespecies e intraespecies representando un
lenguaje universal. Las Al-2 derivan de un precursor comun 4,5-dihidroxi-2,3-pentanediona,
producto de la enzima LuxS (Zohar & Kolodkin-Gal, 2015). Aunque los mecanismos de secrecion
de Al-2 no son claros, se sabe que esas moléculas son reconocidas por sistemas de transporte Lsr.
Las Al-2 regulan varios comportamientos de la bacteria, como la quimiotaxis, sintesis de flagelo,
motilidad y factores de virulencia en E. coli. Gonzalez Barrios et al. (2006) demostraron que la Al-

2 estimula la formacion de biopeliculas y la motilidad de E. coli. Por otro lado, también se ha
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sugerido que la enzima LuxS tiene un efecto en la formacion de biopeliculas como respuesta a las
Al-2 sintetizadas por esta enzima. Niu et al. (2013) indicaron que los niveles de expresion de luxS
podrian afectar la estructura tridimensional de biopeliculas maduras.

Por ultimo, las biopeliculas maduras liberan continuamente bacterias planctonicas que pueden
dispersarse por la motilidad y adherirse a otras partes del catéter o de las vias urinarias, formando
nuevas colonias de biopeliculas. Una vez colonizados en el catéter de nuevo, los uropatdgenos
deben adaptarse al medio de las vias urinarias y adquirir nutrientes, continuando con el proceso de
infeccion (Jacobsen et al., 2008). Generalmente, las bacterias planctdnicas se adhieren al cabo de
unos minutos a las superficies abidticas, formando microcolonias fuertemente adheridas en un
plazo de 2 a 4 h, posteriormente desarrollan una matriz de sustancias poliméricas extracelulares en
un plazo de 6 a 12 horas, para dar paso a colonias de biopeliculas maduras extremadamente
resistentes a antimicrobianos, finalmente excretan bacterias planctonicas en un plazo de 1 a 4 dias,
segun las condiciones de crecimiento como temperatura, pH, nutrientes, caracteristicas de la
superficie del catéter y la cepa bacteriana (Phillips et al., 2010).

El conocer los procesos antes descritos es util para la busqueda de estrategias que ayuden a mitigar
la virulencia bacteriana y las consecuencias de este padecimiento tan comun. Sin embargo, aun
cuando se ha descrito gran parte de los factores de virulencia de E. coli es necesario resaltar que
gran cantidad de informacién a partir de estudios en cepas no-uropatogenas. Algunos vacios en el
conocimiento especifico para cepas uropatdgenas incluyen el tiempo en el que cada etapa de la
biopelicula se desarrolla, asi como la influencia que tienen sobre ella las condiciones ambientales,
la cantidad de nutrientes, pH, presencia de otras cepas, entre otros factores que pudieran afectar el
proceso de formacion. Asi mismo, la regulacion del proceso y la composicion y estructura exacta
de E. coli uropatégena permanecen sin conocerse del todo. Se ha sugerido que la inhibicién
transduccional y pos-transduccional de los factores de virulencia bacteriana pueden ser alternativas
potenciales para la reduccion de infecciones; por lo que la presente tesis se estudio la inhibicion de
formacion de biopeliculas, mediante la inhibicion de motilidad y adhesion bacteriana como

estrategias de prevencion para las IUAC.
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2.4 Tratamientos Emergentes contra las Infecciones Urinarias

Tradicionalmente, el tratamiento para las IU utiliza antibiéticos como ampicilina, trimetoprima,
nitrofurantoina, cefalosporinas y acido nilidixico (Calderén-Jaimes et al., 2013). Sin embargo, el
desarrollo de la resistencia bacteriana a los antibidticos ha ido en aumento y es un problema
mundial. Se ha observado que E. coli aislada de orina de pacientes con IUAC es resistente a los
antibioticos mas comdnmente utilizados para tratar dicha infeccion (De Lira Torres et al., 2012).
Por otro lado, las células bacterianas incrustadas en la biopelicula son dificiles de tratar, ya que son
mas resistentes a los antibidticos que sus homologos planctonicos (Khan & Ahmad, 2012). Las
bacterias dentro de las biopeliculas pueden tolerar la presencia de altas concentraciones de
antibidticos, haciendo dificil erradicar la mayoria de las infecciones relacionadas con el dispositivo.
Varios mecanismos son responsables de la resistencia a los antibi6ticos de las células embebidas
en las biopeliculas: 1. La matriz extracelular no permite una buena difusion de los agentes
antimicrobianos a través de ella, 2. Las células en la biopelicula presentan un metabolismo mas
lento que las hacen menos susceptibles a antimicrobianos, 3. Presentan bombas de eflujo que
expulsan los antimicrobianos, y 4. Células persistentes que resisten la muerte cuando se expone a
los antimicrobianos, entre otros (Soto, 2013). Ademas, en su mayoria los antibioticos son disefiados
para inhibir el crecimiento o causar la muerte de bacterias en estado planctonicas, por lo que no
son efectivos para inhibir la adhesion celular e inactivar la formacion de biopeliculas.

Todo esto ha promovido la busqueda de tratamientos alternativos que no generen resistencia a
antibidticos y que sean efectivos para controlar biopeliculas bacterianas. Dentro de las estrategias
creadas se propone evitar la mera formacion de la biopelicula, ya que la erradicacion de una
biopelicula ya formada requiere mayores esfuerzos y costos (Rafsanjany et al., 2013). Por lo tanto,
la motilidad, la adhesion y la comunicacion intercelular son las primeras etapas durante el
desarrollo de la biopelicula y podrian ser puntos de control importantes para inhibir la formacion
de biopeliculas de E. coli uropatdgena en catéteres. Sin embargo, otro punto a considerar es el
tiempo necesario para que ocurra la adhesion bacteriana y la formacion de biopeliculas en los
catéteres, pues si este proceso se da en tiempos cortos los tratamientos preventivos serian poco

practicos.
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Diversas alternativas se han generado para reducir las IU y muchos tratamientos emergentes estan
dirigidos a bloquear la adhesion de las bacterias y asi evitar el establecimiento de reservorios
problematicos (Barber et al., 2013). Pequefias moléculas conocidas como pilicidas se han disefiado
para interferir con el ensamblaje de la fimbria tipo 1; mientras que mandsidos o receptores analogos
actGan uniéndose a FimH y previenen la interaccion entre la adhesina y receptores del huésped
impidiendo la adhesion bacteriana (Ribi¢ et al., 2018). Por otro lado, se han desarrollado vacunas
de bacterias completas inactivadas por calor, extracto de células bacterianas o factores de virulencia
de E. coli uropatdgena utilizados como antigenos y dirigidas contra fimbrias y pilis para reducir las
IU. Otra de las estrategias méas estudiadas para evitar la adhesion y desarrollo del agregado
bacteriano es la modificacién o recubrimiento de la superficie del material con compuestos
organicos como antibioticos y antimicrobianos o inorganicos como la plata (Desai et al., 2010;
Tenke et al., 2012; Williams & Stickler, 2008). A pesar de que existen numerosos estudios con
resultados positivos de estas alternativas, existen algunas desventajas del uso de éstas. La mayoria
de los estudios han sido conducidos de manera in vitro y poco de ellos se han evaluado en animales
y humanos; ademas, faltan estudios acerca de los riesgos y efectos secundarios en el organismo y
en la microbiota para el caso de los pilicidas, mandsidos y vacunas (Barber et al., 2013; Cusumano
etal., 2011; Kochiashvili et al., 2014). Por otro lado, la principal desventaja de los recubrimientos
con antibidticos es el desarrollo de resistencia bacteriana y la dificultad para controlar la cantidad
de medicamento liberado (Fisher et al., 2015; Pugach et al., 1999).

Otra de las estrategias méas estudiadas como tratamiento para las IUs es el uso de extractos de
plantas. Desde la antigtiedad se han utilizado plantas medicinales para la prevencion y tratamiento
de infecciones bacterianas. En particular para las 1Us, el consumo de arandano y sus derivados ha
sido ampliamente recomendado (Howell, 2007; Vasileiou et al., 2013). Esto se ha atribuido
principalmente a las proantocianidinas del tipo A, compuestos fenolicos presentes en los arandanos
que inhiben la adhesion de fimbria P de E. coli a las células uroepiteliales, previniendo asi la
proliferacion bacteriana y el desarrollo de la infeccion (Krueger et al., 2013; Occhipinti et al.,
2016). Se ha sugerido que el consumo de ardndano también puede disminuir los sintomas
relacionados con la IU al suprimir las cascadas inflamatorias como respuesta inmunoldgica a la
invasion de bacterias (Mantzorou & Giaginis, 2018). Ademas, se ha asociado de manera in vitro

que el jugo de arandano reduce la formacion de biopeliculas de E. coli uropatogena en material de
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catéteres como el cloruro de polivinilo (Pinzon-Arango et al., 2011). Sin embargo, el mecanismo
exacto de las proantocianidinas y el arandano no han sido totalmente elucidados.

Numerosos estudios clinicos se han llevado a cabo para demostrar la efectividad del arandano para
inhibir el desarrollo de las 1Us. Un estudio demostré que el 10.8% de mujeres que tomaron una
dosis diaria de 500 mg de arandano en polvo comercial (2 mg de proantocianidinas)
experimentaron una U, mientras que en el grupo placebo el 25.8% present6é una IU durante seis
meses de seguimiento (Fromentin et al., 2014). A pesar de toda la evidencia cientifica que respalda
la eficacia del ardndano en la reduccion de las 1Us, los resultados contintan siendo controversiales
debido a la inconsistencia en los estudios y debido a que no se ha demostrado la superioridad del
arandano contra el uso de los antibidticos (Asma et al., 2018).

Por otro lado, algunos estudios han demostrado la efectividad de extractos de plantas medicinales
contra E. coli uropatdgena y sus factores de virulencia. Wojnicz et al. (2012a) determinaron que
Betula pendula, Equisetum arvense, Urtica dioica, y Vaccinium vitisidaea ricas en &cido
protocateico, acido cumarico, acido ferulico y proantocianindinas afectaron a la fimbria curli y la
fimbria P de E. coli uropatégena. Rafsanjany et al. (2013) reportan que extractos de plantas de las
hojas de Betula spp., Orthosiphon stamineus y Urtica spp. inhibieron la adhesion de E. coli
uropatdgena a celulas de vejiga T24. Ademas, estos autores reportaron que en la combinacion de
extractos, unos interactian con la superficie bacteriana (Zea mays L., Agropyronrepens L.) y otro
con la célula de vejiga (Orthosiphon stamineus) presentando un efecto sinérgico para inhibir la
adhesion bacteriana.

Algunos de los beneficios de usar extractos de plantas y sus compuestos principales podria ser que
la mayoria de ellos son inofensivos para la salud humana y rara vez se asocian con efectos
secundarios y resistencia bacteriana. Sin embargo, la mayoria de los estudios publicados sefialan
los beneficios de los extractos vegetales para inhibir la adhesién bacteriana o controlar las 1Us sélo
de manera in vitro, por lo que hacen falta que se lleven a cabo mas estudios clinicos. Una de las
desventajas de los extractos vegetales es el hecho de no identificar el compuesto responsable de la
accion para reducir la 1U y por lo tanto impide establecer un posible mecanismo de accion. Ademas,
la homogeneidad en el extracto y establecer una dosis efectiva resulta sumamente complicado. Por
otro lado, para asegurar su efectividad in vivo, los compuestos fenolicos de los extractos deben ser
absorbidos en el sistema gastrointestinal y estar presentes en las vias urinarias (Rafsanjany et al.,

2013). Por ejemplo, se ha observado que la actividad antimicrobiana del té verde contra E. coli
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uropatdgena tiene correlacion con la capacidad de las catequinas para ser excretadas en la orina en
concentraciones suficientes para reducir la IU (Reygaert & Jusufi, 2013).

Se sabe que las proantocianidinas del arandano son metabolizadas por la microbiota del colon para
generar compuestos mas sencillos como acidos fenolicos (Monagas et al., 2010). Diversos estudios
demuestran la presencia de fenoles simples en la orina de personas tras el consumo de arandano
(Iswaldi et al., 2013; McKay et al., 2015; Wang et al., 2012). Dentro de los compuestos encontrados
en mayor concentracion en la orina de consumidores de arandano se encuentran acidos
hidroxibenzoicos como el &cido protocateico, &cido vanilico y flavonoides como catequinas
(Figura 4) (Gonzélez de Llano et al., 2015; McKay et al., 2015). Esto podria indicar que tales
compuestos derivados del consumo de arandano ejercen un efecto en la reduccién de la infeccion
urinaria. Por lo que surgen la pregunta de investigacion: ¢Qué efecto tiene la presencia individual
y combinada de &cido protocateico, &cido vanilico y catequina sobre la formacion y erradicacion
de biopeliculas de E. coli uropatgena de superficies de catéteres urinarios de silicona?

Estudios previos han reportado la efectividad del &cido protocateico, vanilico y catequina para
inhibir el crecimiento de bacterias planctonicas (Alves et al., 2013; Pachecho-Ordarz, 2015); sin
embargo, la influencia de estos compuestos en la formacidn de biopeliculas de E. coli uropatégena
y en las IUACs no ha sido estudiada. Esto resulta interesante ya que podrian ser agentes con gran

potencial y con disponibilidad biol6gica para ejercer su efecto antibacteriano.
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Figura 4. Estructuras de a) acido vanilico b) acido protocateico c) catequina.
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2.5 Los Compuestos Fenolicos como Agentes Efectivos para el Control de Biopeliculas de E. coli

Uropatdgena

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios producidos por plantas caracterizados por
uno o mas anillos aromaticos y al menos un grupo hidroxilo libre. Este grupo muestra una gran
diversidad de estructuras, desde simples como los acidos fendlicos hasta polifenoles como los
taninos (Oliveira et al., 2017). Los compuestos fenolicos ejercen una amplia variedad de
actividades biologicas y un gran potencial como antioxidantes, anti-inflamatorios, anti-alérgicos,
anti-carcinogenicos y antimicrobianos (Heleno et al., 2015; Martins et al., 2016; Truchado et al.,
2015). Numerosos estudios han reportado la efectividad de compuestos fenélicos para inhibir el
crecimiento, causar la muerte y afectar factores de virulencia y formacién de biopeliculas tanto de
bacterias Gram-negativas como -positivas (Borges et al., 2012; Lemos et al., 2014; Serra et al.,
2016). Sin embargo, existe poca evidencia acerca del potencial de compuestos fendlicos puros
sobre el proceso de formacion de biopeliculas de E. coli uropatdgena.

Algunos &cidos fendlicos han demostrado actividad para reducir la formacion de biopeliculas
bacterianas; por ejemplo, los acidos p-cumarico (0.25%) y ferulico (0.05%) previnieron la
formacion de biopeliculas de E. coli uropatégena en catéteres urinarios. Ademas estos compuestos
redujeron la biopelicula formada en el lumen del catéter pero no la inactivaron completamente (Kot
et al., 2015). Similarmente, el &cido gélico y ferulico inhibieron la formacion de biopeliculas de E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus y L. monocytogenes sobre superficies de poliestireno en un rango de
15-100% (Borges et al., 2012). Por su parte, los acidos ferulico y salicilico a 1 mg/mL y su
combinacion mostraron una reduccion moderada (= 13 - 35%) en la formacion de biopeliculas de
Pseudomonas fluorescens y Bacillus cereus (Lemos et al., 2014).

Son diversos los mecanismos por los cuales se puede reducir la formacion de biopeliculas
bacterianas. Como se menciond anteriormente, un punto de control para la formacion de
biopeliculas podria ser la motilidad. Algunos compuestos fendlicos de extractos vegetales pueden
afectar diversos factores de virulencia relacionados como la motilidad. Hidalgo et al. (2011)
mostraron que el jugo de aradndano y proantocianidinas redujeron la motilidad swimming y
swarming de E. coli CFT073 (uropatégena). Esto debido a la inhibicion de la expresion del gen

(fliC) que codifica para flagelina, polimero de proteinas que forma el flagelo, por lo tanto, se limita
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la sintesis de flagelo y como consecuencia la motilidad de la bacteria uropatdégena. Asi mismo,
Woijnicz et al. (2012b) reportaron que el extracto de arandano (28.5 mg/mL) redujo la motilidad
tipo swimming en un 91% de dos cepas de E. coli aisladas de pacientes con pielonefritis (infeccion
en rifiones). Ademas, este extracto de arandano (<38 mg/mL) causé cambios morfolégicos en las
bacterias en relacion al largo normal de la célula y al nimero de filamentos cortos, lo que podria
afectar la superficie bacteriana.

Sin embargo, la efectividad para reducir la motilidad de E. coli uropatégena de compuestos
fendlicos mas simples como acidos fendlicos y flavonoides de menor peso molecular no se ha
estudiado. Se han realizado trabajos similares con otras bacterias, por ejemplo, el &cido galico y el
acido ferulico inhibieron la motilidad de L. monocytogenes en un 70.5% y 100%, respectivamente,
en comparacion con el control (Borges et al., 2012). También, Lemos et al. (2014) informaron que
el &cido ferulico a la concentraciéon de 1 mg/mL inhibio6 la motilidad de B. cereus y P. fluorescens
en =92 y 96%, respectivamente. El mecanismo exacto por el cual los compuestos fendlicos afectan
la motilidad bacteriana sigue siendo desconocido; sin embargo, podria ser un efecto sobre la
expresion de genes especificos relacionados con la sintesis del flagelo.

Por otro lado, la inhibicion de la adhesion de las células bacterianas a las superficies abidticas,
como los catéteres urinarios, es un paso critico para la colonizacion de patogenos y formacion de
biopeliculas. Actualmente, se han investigado varias estrategias para la inhibicion de la adhesion
bacteriana, como el uso de compuestos fendlicos que son capaces de modificar la superficie de las
bacterias, prevenir la biosintesis de adhesinas o afectar la estructura y la funcién de las fimbrias
(Klemm et al., 2010). Existe un numero limitado de publicaciones que describen la influencia de
los &cidos fendlicos y flavonoides simples para inhibir la adhesion de E. coli uropatégena a
dispositivos biomédicos; la mayoria de las investigaciones se realizan en extractos de plantas ricos
en compuestos fendlicos o en otras superficies abioticas o bidticas.

En este sentido, extractos de plantas medicinales como Galium odoratum y Urtica dioica a
concentraciones de 15 y 20 mg/mL modificaron la superficie de E. coli uropatdgena haciéndola
mas hidrofilica (Wojnicz et al., 2012a). Estos autores sugieren que la naturaleza superficial de las
células hidrofilicas impide la colonizacion de los tejidos del huésped y de las superficies abioticas.
Este efecto se atribuyd a la composicion fendlica principalmente a kaempferol, quercetina, rutina,
acido cumarico y acido protocateico. EI mecanismo exacto por el cual los compuestos fendlicos

modifican la superficie no esta totalmente esclarecido.
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Por otro lado, Gupta et al. (2016) evaluaron diferentes fracciones de jugo de ardndano incluyendo
proantocianidinas, antocianinas y flavonoles sobre la adhesion de la cepa bacteriana patdgena E.
coli B78. La microscopia de fuerza atdbmica (AFM) mostré una disminucidn significativa en las
fuerzas de adhesion entre la superficie bacteriana y la punta de nitruro de silicona de la sonda del
AFM después del tratamiento con fracciones de arandano. Este efecto podria atribuirse a la posible
alteracion de la estructura y funcion de las fimbrias. Los compuestos fendlicos de ardndano y sus
potenciales derivados del metabolismo microbiano como los fenoles simples (catecol, acido
benzoico, &cido vanilico, &cido fenilacético y &cido protocateico) redujeron la adhesién de E. coli
uropatogena a células epiteliales de vejiga de una manera dosis dependiente (Gonzalez de Llano et
al., 2015).

Otra estrategia para evitar la adhesion bacteriana y como consiguiente la formacion de biopelicula
es inhibir la sintesis de fimbrias. Algunos compuestos fendlicos como el galato de epigalocatequina
han demostrado ser efectivos para reducir la formacion de biopelicula de E. coli uropatdgena
interfiriendo directamente con el ensamblaje de subunidades de fibras amiloides curli reduciendo
la expresion de CsgD - un activador crucial de curli (Serra et al., 2016). En otro estudio, el
flavonoide miricetina y derivados de éste como galato de epigalocatequina inhibieron la formacion
de biopelicula dependiente de curli en E. coli K12. Utilizando microscopio electronico de
transmision y analisis de inmunotransferencia demostraron que este compuesto previene la sintesis
de fimbria curli al suprimir la expresion de proteinas relacionadas con esta fimbria; mientras que
el analisis de PCR-cuantitativa demostr6 que la presencia de este compuesto redujo los transcritos
de csgA, csgB y csgD. Ademas, el nivel de RpoS, un factor sigma de fase estacionaria, se redujo
en presencia del compuesto, mientras que el transcrito de rpoS no se afect6. Esto debido a que el
compuesto acelerd la degradacion de RpoS por la proteasa dependiente de ATP ClpXP en
combinacion con su adaptador RssB afectando la sintesis de curli (Arita-Morioka et al., 2018).

La inhibicion de la formacion de biopeliculas también puede verse afectada por la interferencia de
compuestos fendlicos en la comunicacion intercelular mediante diversos mecanismos tales como
inhibicién de la sintesis de moléculas sefial o interferencia con las proteinas receptoras. Se ha
reportado que compuestos tales como quercetina, kaempherol, naringenina y apigenina reducen la
formacion de biopeliculas de E. coli porque pueden suprimir la actividad de las moléculas sefial
autoinductoras-2 responsables de la comunicacion de célula a célula implicada en la produccion de

biopeliculas (Vikram et al., 2010). También, Lee et al. (2011a) confirmaron que el flavonoide
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floretina reprime genes de sintesis de autoinductoras-2 de E. coli O157: H7 en biopeliculas. Por
otro lado, extractos de brdcoli y sus compuestos quercetina y kaempferol redujeron la expresion
relativa del gen luxS responsable de la sintesis de autoinductoras-2 (Lee et al., 2011b). Sin embargo,
los mecanismos por los cuales los compuestos fenolicos modifican la expresion de genes no estan
elucidados.

Todos estos estudios demuestran el potencial de los compuestos fendlicos puros o en extractos
vegetales para reducir la formacion de biopelicula en superficies abidticas. Las estrategias efectivas
contra la biopelicula no se pueden limitar a una sola metodologia que pueda interrumpir una via,
sino que deben dirigirse simultaneamente a las diversas rutas adoptadas por los microorganismos
para sobrevivir dentro de su ecosistema. Los compuestos fenolicos que pueden actuar en diferentes
puntos de control durante el desarrollo de la biopelicula como: i) afectando la motilidad, ii)
evitando la adhesion e iii) interfiriendo con la comunicacion celular. Esto parece ser una ventaja,
ya que la combinacion de compuestos fenolicos podria ejercer un efecto sinérgico para el control

de biopeliculas atacando diferentes sitios de accion al mismo tiempo.

2.6 La Combinacion de Compuestos Fenolicos Aumenta su Efectividad Antibacteriana

El valor terapéutico de las interacciones sinérgicas se conoce desde la antigliedad. La medicina
herbolaria de diversas culturas se basa en la creencia de que mezclas de hierbas complejas con
varios ingredientes puede aumentar la eficacia para la curacién (Cottarel & Wierzbowski, 2007).
Basado en esto, la combinacion de diferentes drogas con antimicrobianos naturales ha adquirido
gran interés para el control de bacterias patégenas. El concepto de sinergia antibacteriana se basa
en el principio de que, la combinacion de agentes antibacterianos dados puede aumentar la eficacia,
disminuir la dosis y reducir el avance de la resistencia a los antimicrobianos en comparacion con
los agentes individuales (Li et al., 1993). Este enfoque tiene implicaciones financieras ya que la
reformulacion de farmacos o combinaciones existentes puede resultar ser una opcion mas viable,
en lugar de desarrollar un nuevo farmaco; ademas, de que el disminuir las dosis impacta en la

reduccién de costos (van Vuuren & Viljoen, 2011).
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Existen estudios que han reportado el efecto de la combinacion de compuestos fendlicos con
antibidticos tanto contra bacterias plancténicas como contra biopeliculas (Jayaraman et al., 2010;
Lima et al., 2016; Pereira et al., 2014). Tal es el caso, del acido protocateico (500 pug/mL) que en
combinacidn con sulfametoxasol (32 pg/mL) tuvo un efecto sinérgico para inhibir el crecimiento
de células planctonicas de P. aeruginosa (Jayaraman et al., 2010). Maisuria et al. (2015) reportaron
la efectividad de un extracto fendlico de jarabe de arce a concentraciones subletales en sinergia con
antibidticos frente a la formacion de biopeliculas de E. coli, Proteus mirabilis y P. aeruginosa. Los
autores propusieron como mecanismo de la sinergia que el extracto aumenta la permeabilidad de
la membrana externa e inhibe la actividad de las bombas de eflujo; mientras que el antibi6tico y
ejerce su accion bactericida.

Por otro lado, el efecto sinérgico de la combinacion de distintas clases de compuestos fenolicos en
biopeliculas bacterianas ha sido poco explorado (Lemos et al., 2014). Rodriguez-Pérez et al. (2016)
reportaron el efecto de 25 fracciones de un extracto de arandano sobre la formacion de biopeliculas
de E. coli uropatdgena. Los resultados demostraron que el extracto completo presenté mayor
actividad que las fracciones debido a la suma de acciones de todos los componentes. Ademas, se
observd que la fraccion que contenia miricetina y quercetina en combinacion fue la mas efectiva
para disminuir la formacion de biopelicula de la bacteria en comparacion con el control y con las
fracciones individuales de estos compuestos. Por otro lado, la combinacién de miricetina y
quercetina redujo la hidrofobicidad de la bacteria, posiblemente debido a interacciones con las
estructuras proteicas superficiales de la membrana y se observd que esta combinacion fue mas
efectiva que las otras facciones. Este estudio demuestra que la combinacion de compuestos
fenolicos es una buena estrategia para aumentar la efectividad de los compuestos en comparacion
con su uso individual.

Similarmente, la combinacién de acido ferdlico y acido salicilico (1000 pg/mL) fue mas efectiva
para inactivar biopeliculas de P. fluorescens, B. cereus y biopeliculas de ambas especies (Lemos
etal., 2014). Ademas, un estudio evaluo el efecto de la combinacion de jugo de ardndano con acido
caprilico y timol contra la erradicacion de biopeliculas de E. coli uropatdgena formadas en
superficies de silicona en presencia de orina artificial (Kim et al., 2019). Los resultados
demostraron que los tratamientos individuales no lograron erradicar las biopeliculas pre-formadas.
Por el contrario, los recuentos de bacterias sobrevivientes en las biopeliculas se vieron reducidas

de forma sinérgica cuando se combind el jugo de arandano con los antimicrobianos. El tratamiento
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de la combinacion de los tres componentes (jugo de arandano 8%, acido caprilico 0.05% y timol
0.05%) erradico el 100% de las biopeliculas formadas en menos de 1 min de exposicién al
tratamiento (Kim et al., 2019). Este estudio implica que la combinacion de compuestos
antimicrobianos puede actuar sinérgicamente para potenciar la actividad erradicatoria contra
biopeliculas bacterianas y en un futuro ser utilizado para el tratamiento de las IUs.

A pesar de la evidencia existente sobre el impacto positivo de la combinacion de compuestos
fenolicos, poco se sabe de su modo de accién y como la combinacion de los compuestos contribuye
a la eficacia. Ademas, no se sabe exactamente la contribucion de cada componente durante el efecto
sinérgico. Se podria pensar que la combinacion de diferentes estructuras tendra un mayor efecto,
ya que ciertas caracteristicas estructurales han sido asociadas a la actividad antibacteriana de los
compuestos fenolicos.

Pocos estudios han sido conducidos para determinar la relacion entre la estructura de los
compuestos fenolicos y su actividad antibacteriana. En este sentido, algunos autores han sugerido
que la actividad contra bacterias es favorecido por un mayor grado de hidrofobicidad de los
compuestos ya que promueve la interaccion con la membrana, flagelo, fimbria, u otras estructuras
(Wu et al., 2013). Por ejemplo, Baptista et al. (2018) reportaron que el compuesto 2-metoxifenol
fue mas efectivo para reducir la formacion de biopelicula de E. coli debido a la presencia de una
cadena lateral hidrocarbonada y su caracter lipofilico comparado con el catecol, veratrol y guayacol
con estructura base similar. En el mismo sentido, en un estudio se evalu6 el potencial antibacteriano
de &cido gélico, cafeico y clorogénico para elucidar su mecanismo de accion contra S. aureus (Luis
et al., 2014). Los resultados demostraron que el &cido cafeico a 4 mg/mL fue maés efectivo para
reducir la formacidn de biopeliculas en comparacion con el acido galico y clorogénico a la misma
concentracion. Esto debido a que la caracteristica relativamente lipofilica del acido cafeico que
interfiere con la estabilidad de la membranay la actividad metabdlica de la bacteria en comparacion
con los otros fenoles. Sin embargo, se observo que el acido galico influyo en la adhesion de la
bacteria y la inhibicion de la sintesis de a-hemolisina, un factor de virulencia de S. aureus (Luis et
al., 2014). Por lo que se puede sugerir que distintos compuestos tienen diferentes sitios de accion
antibacterianos.

Por otro lado, se ha sugerido que en los flavonoides la hidroxilacion de la posicion 5 en el anillo A
y la posicion 3 en el anillo C mejoraran la actividad antibacteriana debido a una disminucion en la

fluidez de la membrana (Tsuchiya, 2010). Ademas, algunos autores han afirmado que el grado de
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hidroxilacion puede afectar la actividad antimicrobiana, indicando que los flavonoides polares
tienen mayor efecto antibacteriano (Rodriguez-Pérez et al., 2016). Sin embargo, los estudios que
relacionan la actividad biologica con la estructura de los compuestos fenolicos no han sido
totalmente contundentes.

Con base a todo lo anterior, la combinacion de diferentes compuestos fendlicos podria tener un
mayor efecto en la inhibicién de formacién de biopeliculas en comparacion con los compuestos
individuales. Esto debido a la accion de cada compuesto en los diferentes puntos de control durante
las etapas de la formacion de biopeliculas como en motilidad, adhesién y comunicacion celular, y

asi como en la erradicacion de las mismas.
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3. HIPOTESIS

La combinacién de catequina, &cido protocateico y &cido vanilico tiene un efecto sinérgico
en la inhibicién de formacion de biopeliculas de Escherichia coli uropatogena en superficies de
silicona, debido a que los acidos fendlicos causan cambios superficiales en células planctonicas,

reduciendo la motilidad y la adhesion, mientras que el flavonoide inhibe la comunicacion
intercelular.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la combinacién de catequina, acido protocateico y acido vanilico sobre el
crecimiento planctdnico, erradicacion de biopeliculas, adhesion y formacién de biopeliculas de E.

coli uropatdgena en superficies de silicona.

4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto antibacteriano de la combinacion de acido protocateico, acido vanilico y
catequina sobre E. coli planctonica.

2. Analizar el efecto de la combinacion de acido protocateico, acido vanilico y catequina sobre
la erradicacion de biopeliculas de E. coli uropatégena de los catéteres de silicona.

3. Medir el efecto de la combinacion de acido protocateico, acido vanilico y catequina sobre la
motilidad y adhesion de E. coli uropatogena.

4. Cuantificar el efecto de la combinacion de catequina, acido protocateico y acido vanilico sobre

la formacion de biopeliculas de E. coli uropatégena en catéteres de silicona.
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5. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de la presente tesis se dividio en cuatro etapas, correspondientes a los

objetivos especificos planteados.

5.1 Efecto Antibacteriano de la Combinacion de Acido Protocateico, Acido Vanilico y Catequina.

5.1.1 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de los Compuestos Fendlicos sobre Células

Planctonicas de E. coli Uropatdgena

El efecto antibacteriano de catequina, acido protocateico y vanilico (<97% HPLC, Sigma Aldrich,
Toluca, Mexico) se evalud sobre células planctonicas de E. coli uropatégena (ATCC 70016)
utilizando el método de microdilucion en caldo (Burt & Reinders, 2003). Esto se realizd con la
finalidad de determinar las dosis que se utilizaron en los demas ensayos. El in6culo bacteriano se
prepar6 a partir de un cultivo de 19 h ajustado a 1 x 10° unidades formadoras de colonias
(UFC)/mL, se agregaron 3 L de esta suspension en una microplaca estéril (Costar 96) para obtener
una concentracion final de 1 x 103 UFC/mL, y se agregaron 297 pL de cada compuesto fendlico a
diferentes concentraciones (0 — 65 mM). Las soluciones de los fenoles se prepararon en caldo Luria
Bertani (LB, Sigma Aldrich, Toluca, México) con un 5% de DMSO (Sigma Aldrich, Toluca,
Mexico) para lograr una solucion homogenea. Como control positivo se utilizé el antibidtico
nitrofurantoina (Biofurin, Bioresearch de México), el cual es el tratamiento mas recomendado para
las 1Us. La microplaca se incubd a 37°C por 24 h y se determind la concentracion minima
inhibitoria (CMI) como la concentracion mas baja de cada compuesto que inhibié visualmente el
crecimiento bacteriano (Alvarez et al., 2014). La concentracion minima bactericida (CMB) de cada
compuesto se determiné como la concentracion que causa la muerte bacteriana y se obtuvo

inoculando 20 pL de la CMI y tres concentraciones mas altas en agar LB incubadas a 37°C por 24
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h. Tanto la CMI y la CMB se expresaron en milimoles (mM) de cada compuesto. Todo el

experimento se realiz6 por duplicado y cada determinacion se realizé por triplicado.

5.1.2 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana de la Combinacion de Compuestos Fenolicos

sobre Células Plancténicas de E. coli Uropatégena

Para determinar el efecto antibacteriano de la combinacion ternaria de catequina, acido
protocateico y catequina se utilizo el método del tablero de ajedrez (Ortega-Ramirez et al., 2017).
Este método compara el efecto antibacteriano de la combinacion a diferentes concentraciones con
el efecto individual de cada compuesto. Primeramente, se evaluaron mezclas binarias utilizando
fracciones de la CMI (0.0, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 x CMI) de un compuesto en combinacion
con fracciones de la CMI del otro compuesto (acido protocateico + &cido vanilico, acido vanilico
+ catequina y catequina + &cido protocateico). Posteriormente, la mezcla binaria con mejor efecto
antibacteriano a menores dosis se combiné con fracciones de la CMI del tercer compuesto. Para
determinar el efecto de la combinacion se utilizo la concentracion fraccionada inhibitoria (3. CFI).

Esta concentracion se calcul6 de la siguiente manera:

CMIa combinacion N CMIb combinacién N CMIc combinacién
CMla individual CMIDb individual CMIc individual

YCFI =

La interaccion entre los compuestos en la combinacion se obtiene a partir de los valores de Y CFI:
Sinergismo si Y CFI < 0.5, aditivo si 0.5 <) CFI <1, indiferente si 1 <) CFI < 4, antagonista si
> CFI>4.
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5.2. Efecto de la Combinacion de Acido Protocateico, Acido Vanilico y Catequina sobre la

Erradicacion de Biopeliculas de E. coli Uropatdgena de los Catéteres de Silicona

5.2.1 Determinacién de la Concentracién Minima de los Compuestos Fendlicos Individuales
y en Combinacion para Erradicar Biopeliculas de E. coli Uropatdgena de los Catéteres de

Silicona

Primeramente, se formaron biopeliculas de E. coli uropatdgena en fragmentos cilindricos de 1 cm
de sonda Foley (24 Fr/CH, 8 mm) dentro de tubos conteniendo 5 mL de caldo LB. Los tubos se
inocularon a partir de un cultivo en fase exponencial (19 h, 37°C en caldo LB) para obtener una
concentracion final de bacteria de 1x10° UFC/mL y se incubaron durante 24 h a 37°C. Después de
ese tiempo, los fragmentos de catéter fueron lavados con agua estéril y expuestos durante 1 h a
diferentes concentraciones de los compuestos fendlicos de manera individual (0, 0.5, 1, 2 y 3 veces
la CMI), en combinacion (diferentes combinaciones de los compuestos) y con el antibidtico
nitrofurantoina (0, 0.5, 1, 2, y 3 veces la CMI), diluidos en solucidn salina con 5% de DMSO
(Tapia-Rodriguez et al., 2017). Posteriormente, los catéteres fueron lavados, colocados en solucion
salina y sometidos a bafio de ultrasonido por 5 min. A partir de estas suspensiones se realizaron
diluciones seriadas para determinar el nimero de bacterias viables en las biopeliculas por unidad
de area (Log UFC/cm?) en placas de agar LB incubadas por 24 h a 37°C. Se defini6 la concentracion
minima de erradicacion de biopeliculas (CMEB) como la concentracion méas baja de cada
compuesto individual y en combinacion que inactivaron la viabilidad de bacterias embebidas en

biopeliculas preformadas en superficies de silicona. El experimento se llevé a cabo por triplicado.

5.2.2 Cambios en la Permeabilidad de la Membrana de E. coli Uropatogena Expuesta a los

Compuestos Fenolicos Individuales y Combinados
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Uno de los mecanismos para erradicar células viables de una biopelicula formada es a través del
dafo a la membrana bacteriana causada por los compuestos fendlicos; por lo tanto, se determind el
efecto sobre permeabilidad de la membrana de acuerdo con el método del ensayo de cristal violeta
(CV) (Park et al., 2018). Las bacterias se cultivaron durante 19 h a 37°C en caldo LB; luego, se
lavaron con solucion salina y se resuspendieron a una densidad dptica (DO, 600 nm) de 0.4. Las
células bacterianas se trataron de manera individual con 6.5 mM de 4cido protocateico, 6 mM de
acido vanilico y 7 mM de catequina y en combinacién a 1.62, 0.74 y 0.05 mM de cada compuesto,
respectivamente, durante 8 horas a 37°C (estas concentraciones fueron determinadas previamente
como la mitad de la CMI individual y como la mezcla que present6 un efecto sinérgico). Se utilizé
una suspension bacteriana sin la exposicion a compuestos fendlicos como testigo. Después de este
tiempo, las muestras se centrifugaron a 9937 x g por 15 min y se resuspendieron en una solucion
de CV a una concentracion de 30 pug/mL en solucion salina; posteriormente se incubaron durante
30 minutos a 37°C. Se utilizé como referencia una solucién de CV sin inocular y sin compuestos
fenolicos. Las muestras se centrifugaron para medir la DO del sobrenadante a 590 nm utilizando
un espectrofotdbmetro Omega FLUOstar (BMGLabtech). El porcentaje de internalizaciéon de CV se

determin6 mediante la siguiente ecuacion:

ODcggvalor muestra
290 100

Int li ion de CV (%) =
nternatizacion ae (%) ODsqggvalor solucion CV x

Los resultados se expresaron como el porcentaje (%) de CV internalizado en la membrana. Todo

el experimento se realizé por duplicado y cada determinacion se realizo por triplicado.

5.2.3 Evaluacion de la Interaccion de Compuestos Fenolicos y su Combinacion con un Modelo

de Membrana

Con la finalidad de determinar el efecto de los compuestos fendlicos sobre la erradicacion de

biopeliculas, se evalud la interaccién de estos compuestos con modelos de membranas. Las
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isotermas del area de presion superficial (n-A) de la mezcla de dos fosfolipidos
(dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC y 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol, DMPG) se
obtuvieron utilizando una balanza Langmuir (modelo 611, Nima Technologies Ltd, Conventry,
EK) con una precision de 0.1 mN/m (Nowotarska et al., 2014). Los fosfolipidos se disolvieron en
cloroformo a una concentracion final de 1 mg/mL en una proporcién de 1:1 en peso, y se
dispersaron en la superficie de la balanza. La presion superficial 7 = y0 - y (diferencia entre la
tension superficial del agua pura y la tension superficial de la superficie cubierta con fosfolipidos)
se midid utilizando el método de la placa de Wilhelmy. El &rea superficial del canal fue de 221.84
cm? y el volumen de la subfase fue de 270 mL. Se dispersaron 50 uL de fosfolipidos con una
microjeringa Hamilton en la superficie de agua pura (control) o en diferentes suspensiones acuosas
de los compuestos fendlicos individuales y en combinacion en un rango de concentraciones de 0 a
14 uM. Todos los experimentos se realizaron dentro de una cabina de vidrio libre de polvo. Después
de limpiar la superficie del tanque, se depositaron 480 mL de agua desionizada y las soluciones de
cloroformo se depositaron en la subfase. Las isotermas se formaron 15 minutos después de que los
fosfolipidos se depositaron para permitir que el cloroformo se evapore. Cuando se usaron
suspensiones de compuestos fendlicos como subfase, las isotermas se hicieron después de 1 hora.
El experimento se repitio dos veces.

Para el andlisis del mddulo de compresibilidad en las isotermas de las monocapas (Cs™) a una

presion dada (m), los valores se obtuvieron de la siguiente manera:

-1 — d

donde A es el area por molécula en la superficie a una presion dada. El valor Cs™* se utiliza para
identificar las transiciones de fase y para comparar los valores del médulo de compresibilidad a
una presion superficial de alrededor de 30 mN/m (presion normal en membranas bioldgicas)
(Nowotarska et al., 2014). Los valores mas altos de Cs™* significan una elasticidad interfacial mas
baja.

Para la penetracion de compuestos fenolicos en modelos de membrana, las monocapas de

fosfolipidos en la interfase aire-agua se comprimieron hasta 30 mN/m. Después de estabilizar la
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presion durante 15 minutos, se inyectaron 5 mL de solucién de compuesto fendlico en la subfase y
luego se liberd la presién. El incremento en la presion superficial se midié durante 3 horas. El

experimento se realiz6 por duplicado y los resultados se expresaron como mN/m.

5.2.4 Andlisis Estadistico

Se aplico un disefio experimental completamente al azar a todos los experimentos. Los factores
evaluados fueron las concentraciones de catequina, acidos protocateico y vanilico; las variables de
respuesta fueron el nimero de células adheridas a las superficies de silicona (Log CFU/cm?), el
porcentaje (%) de captacion de cristal violeta, valores de levantamiento (A%/molécula) y el modulo
de compresibilidad (mN/m). Se realiz6 un ANOVA para estimar diferencias significativas entre
tratamientos y se aplico la prueba de Tukey-Kramer para comparar las medias (p < 0.05) utilizando
el software NCSS version 2007.

5.3. Efecto de la Combinacion de Acido Protocateico, Acido Vanilico y Catequina sobre la

Motilidad y Adhesion de Escherichia coli Uropatégena

5.3.1 Evaluacion de la Motilidad de E. coli Uropatogena Expuesta a los Compuestos Fenolicos

de Manera Individual y en Combinacion

Con la finalidad de inhibir la formacion de biopeliculas, se determiné el efecto inhibitorio de los
compuestos fendlicos de manera individual y en combinacién sobre la motilidad de E. coli
uropatogena debido a que favorece que la bacteria se adhiera al catéter urinario (Lee et al., 2013).
Para este ensayo, se inocularon 10 puL de una suspension bacteriana en fase exponencial (19 h
37°C) a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL en el centro de placas de Petri conteniendo agar

suave LB al 0.3% y 0.5% para motilidad tipo swimming y swarmming, respectivamente, en
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presencia de los compuestos fenolicos. Cada compuesto fendlico se incorpord en el medio a la
mitad de la CMI (6.5 mM 4cido protocateico, 6 mM acido vanilico y 7 mM para catequina) con la
finalidad de no afectar el crecimiento bacteriano y observar el efecto sobre la variable respuesta.
La combinacion de los tres compuestos se evalud a la concentracion que resultd con efecto
sinérgico a menores dosis la cual fue de 1.62 mM, 0.74 mM y 0.05 mM del acido protocateico,
acido vanilico y catequina, respectivamente. Se utilizé como testigo una placa de Petri inoculada
en ausencia de los compuestos fenolicos. Las placas se incubaron a 37°C y el diametro (mM) de la
motilidad bacteriana fue el resultado expresado después de 24 h de incubacidon. El experimento se

realiz6 por triplicado.

5.3.2 Determinacion de la Carga Superficial de E. coli Uropatdgena Expuesta a Compuestos

Fendlicos de Manera Individual y en Combinacion

Debido a que la adhesion bacteriana de E. coli esta influenciada inicialmente por interacciones
fisicoquimicas entre la superficie de la bacteria y el catéter urinario, se evalué el potencial zeta
utilizando un Nano Zetasizer (Malvern Instruments, Reino Unido) para evaluar los cambios en la
carga superficial de las bacterias después de la exposicion a los compuestos fendlicos individuales
y en combinacion (Gutierrez-Pacheco et al., 2018). Se prepararon suspensiones de células
bacterianas a partir de un indculo de 19 h a 37°C ajustado a 1 x 103 UFC/mL en caldo LB. A estas
suspensiones se les agregd de manera individual 6.5 mM de 4cido protocateico, 6 mM de acido
vanilico y 7 mM de catequina y para la combinacion se agregd 1.62, 0.74 y 0.05 mM de cada
compuesto, respectivamente. Se utiliz6 como testigo el in6culo bacteriano sin adiciéon de
compuestos fenolicos. Las suspensiones se centrifugaron a 9937 g durante 10 min, se lavaron dos
veces Y el precipitado se diluyd en agua esteéril. Se evaluo el potencial zeta aplicando un campo
eléctrico a través de las suspensiones bacterianas y los resultados se expresaron en milivoltios

(mV). El experimento se realizé por duplicado y cada determinacion se realiz6 por triplicado.
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5.3.3 Determinacién de la Energia Superficial de E. coli Uropatdgena Expuesta a Compuestos

Fenolicos de Manera individual y en Combinacion

La energia de superficie de E. coli uropatdgena se determindé mediante un método
espectrofotométrico con la finalidad de estimar la influencia de los compuestos fendélicos sobre la
adhesion, ya que ésta estd relacionada con las caracteristicas hidrofobicas de la bacteria
determinadas por la energia superficial (Vazquez-Armentaetal., 2018). Las bacterias se cultivaron
durante 19 h a 37°C en caldo LB. Después de ese tiempo, los cultivos se lavaron (3 veces) y se
resuspendieron en solucion salina, se sometieron a vortex por 1 min y a un bafio de ultrasonido
para obtener una suspension homogénea de aproximadamente 1 x 10° UFC/mL. Posteriormente,
la suspension bacteriana se expuso durante 2 h a diferentes concentraciones de los compuestos
fendlicos de manera individual (6.5 mM de acido protocateico, 6 mM de &cido vanilicoy 7 mM de
catequina) y su combinacién a 1.62, 0.74 y 0.05 mM de cada compuesto, respectivamente. Despueés
de ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 3600 x g durante 3 minutos y el sedimento se
resuspendio en solucién salina (1 mL). Se prepararon mezclas binarias de etanol y agua a diferentes
proporciones (100: 0 a 0: 100 v: v) para obtener valores de tension superficial entre 23 y 76 mJ/m?
determinados por un tensiémetro (CSC-DuNovy, No. 79, 535, Virgina, USA). Luego, se agregaron
100 uL de las suspensiones bacterianas (expuestas y no expuestas a compuestos fenélicos) a 500
pL de cada mezcla de etanol y agua. La solucidn se agitd y se mantuvo a 25°C durante 20 min. Las
muestras se centrifugaron a 200 x g durante 6 minutos para eliminar los sedimentos del
sobrenadante. Finalmente, se agregaron 150 pL de cada suspension a un pocillo de una microplaca
(Costar 96) y se midi6 la DO a 600 nm utilizando un espectrofotometro Omega FLUOstar
(BMGLabtech, USA). La DO de las muestras se grafico en funcién de sus respectivos valores de
tension superficial y el valor maximo de dispersion se determind mediante un ajuste polinomial de
tercer orden. Los resultados se expresaron en mJ/m?y todo el experimento se realizé por duplicado

y cada determinacidn se realiz6 por triplicado.
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5.3.4 Evaluacién sobre la Fimbria Curli de E. coli Uropatdgena Expuesta a los Compuestos
Fenolicos de Manera Individual y en Combinacion

Para determinar el efecto de los compuestos fenolicos sobre la adhesion, se evalto la produccion
de fimbria curli de E. coli uropatdgena ya que promueve la adhesién a superficies y entre células
para favorecer el desarrollo de biopeliculas (Lee et al., 2013). En tubos con caldo LB y 5% de
DMSO se agregaron concentraciones sub-inhibitorias de cada compuesto fendlico de manera
individual; las concentraciones utilizadas fueron: 6.5 mM de acido protocateico, 6 mM de acido
vanilico y 7 mM de catequina. Por otro lado, se agregd la combinacion de los tres compuestos a
una dosis de 1.62 mM, 0.74 mM y 0.05 mM de cada compuesto respectivamente. Estos tubos
fueron inoculados a partir de un cultivo de E. coli uropatégena en fase exponencial (19 h, 37°C en
caldo LB) ajustando el indculo para una concentracion final de 1 x 10° UFC/mL. Se utiliz6 como
testigo un tubo con caldo LB y 5% de DMSO sin inocular. Las soluciones se incubaron por 24 h a
37°C. Después de este tiempo, las bacterias fueron lavadas tres veces con solucion salina y tras la
ultima centrifugacion se diluyeron hasta obtener una DO (600 nm) de uno. Subsiguiente, 10 uL de
cada suspension se inocularon en placas de Petri con agar YESCA adicionado con 10 pg/g del tinte
rojo Congo. Después de 24 h a 30°C se observé la produccion de curli, colonias de color rojo
indican la interaccion del colorante con las fimbrias curli (+), mientras que colonias blancas indican

la ausencia de fimbrias curli (-). El experimento fue realizado por triplicado.

5.3.5 Andlisis Estadistico

Se aplicé un disefio experimental completamente al azar a todos los experimentos. Los factores
evaluados fueron las concentraciones de los compuestos fendlicos de manera individual y en
combinacion y las variables de respuesta fueron el halo de motilidad (mm), la carga superficial
(mV) y la energia superficial (mJ/m?). Se realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) para estimar
diferencias significativas entre tratamientos y se aplico la prueba de Tukey-Kramer para comparar
las medias (p < 0.05) utilizando el software NCSS version 2007.
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5.4. Efecto de la Combinacion de Catequina, Acido Protocateico y Acido Vanilico sobre la

Formacion de Biopeliculas de E. coli Uropatogena en Catéteres de Silicona

5.4.1 Determinacion de las Concentraciones Minimas de Compuestos Fendlicos Individuales
y en Combinacién para Inhibir la Formacion de Biopeliculas de E. coli Uropatdgena

Inicialmente se caracterizé la formacion de biopeliculas en catéteres de silicona para establecer la
concentracion de indculo inicial y el tiempo (2-72 h a 37°C) necesarios para alcanzar la mayor
adherencia celular. Posteriormente, se evalud el efecto de la concentracion de los compuestos
fendlicos individuales sobre la formacion de biopeliculas de E. coli uropatégena en catéteres de
silicona (Gomes et al., 2015). En condiciones estériles, se colocaron fragmentos cilindricos de 1
cm de sonda Foley (24 Fr/CH, 8 mm) dentro de tubos conteniendo 5 mL de caldo LB. En estos
tubos se agregaron diferentes concentraciones de los compuestos fenélicos de manera individual
(0 — 65 mM) y del antibidtico nitrofurantoina (0.05 — 0.2 mM) preparados en caldo LB con 5% de
DMSO. Posteriormente, los tubos se inocularon a partir de un cultivo en fase exponencial (19 h,
37°C en caldo LB) para obtener una concentracion final de bacteria de 1x10® UFC/mL y se
incubaron durante 24 h a 37°C. Después de este tiempo, los catéteres fueron removidos del medio
y se lavaron con agua destilada para descartar células débilmente adheridas al catéter.
Inmediatamente los catéteres se colocaron en 5 mL de solucion salina y se sometieron a un bafio
de ultrasonido (42 KHz) por 5 min a 25°C para liberar las células adheridas. Se hicieron diluciones
seriadas de esta suspension y se determind el nimero de bacterias adheridas por unidad de area
(Log UFC/cm?) en agar LB a 37°C durante 24 h. A partir de la suspension bacteriana donde se
encontraban los catéteres inicialmente se cuantificaron las células planctonicas para asegurar que
los compuestos fendlicos no afectaran la viabilidad del in6culo (Log UFC/mL) y el efecto fuera
sobre la adhesidn y formacion de las biopeliculas en los catéteres. Se definié como la concentracién
minima inhibitoria de formacion de biopelicula (CMIB) como la concentracién mas baja de cada
compuesto que inhibio la adhesion de la bacteria sin afectar la viabilidad de células planctonicas

significativamente. Todo el experimento se realizé por triplicado.
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Para determinar la CMIB de las mezclas de los compuestos fendlicos se llevé a cabo el mismo
procedimiento que para los tratamientos individuales con una adaptacion del método del tablero de
ajedrez descrito en la seccion 5.1.2. El experimento se realizo por duplicado, cada determinacion
se realizo por triplicado y los resultados se expresaron en concentracion (mM) de cada compuesto

en la mezcla.

5.4.2 Evaluacion del Efecto de los Compuestos Fenolicos Individuales y en Combinacion

sobre la Formacién de Biopeliculas de E. coli Uropatdgena en Catéteres de Silicona

Con la finalidad de determinar el efecto de los compuestos fendlicos sobre la densidad celular
durante la formacién de biopeliculas a través del tiempo, se colocaron fragmentos del catéter Foley
estéril dentro de tubos con 5 mL de caldo LB inoculados con E. coli uropatdégena a una
concentracion de 1 x 10° UFC/mL. Para el efecto individual de los compuestos fendlicos, se
utilizaron dosis sub-inhibitorias para no afectar la viabilidad celular del in6culo agregado (6.5 mM
de acido protocateico, 6 mM de &cido vanilico y 7 mM de catequina); mientras que el efecto
combinado de los compuestos fendlicos se evalu6 utilizando 1.62, 0.74 y 0.05 mM de cada
compuesto, respectivamente. Se usé un tubo sin la adicion de compuestos fendlicos como testigo.
Las células adheridas en los fragmentos de catéter se determinaron en diferentes tiempos de
incubacion (0, 2, 4, 8,12y 24 h). Para ello, se retiraron los catéteres y se lavaron con agua destilada
estéril para eliminar las células adheridas débilmente. Luego, los fragmentos del catéter se
colocaron en tubos que contenian 5 mL de solucién salina y se llevaron a un bafio de ultrasonido
durante 5 minutos para eliminar las células fuertemente adheridas. Se realizaron diluciones en serie
a partir de estas suspensiones para determinar el nimero de bacterias adheridas por unidad de area
de catéter (log CFU/cm?) contando las células viables en agar LB después de 24 h de incubacion a

37 °C (Tapia-Rodriguez et al., 2017). Se llevaron a cabo tres experimentos independientes.
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5.4.3 Andlisis por Microscopia Electronica Invertida de Biopeliculas de E. coli Uropatégena

Expuestas a los Compuestos Fendlicos Individuales y en Combinacion

Se utilizé un microscopio Axio Vert (Carl Zeiss, NY, EUA) para observar los cambios
morfologicos de biopeliculas de E. coli uropatégena causados por la exposicion a los compuestos
fenolicos. Para esto, se formaron las biopeliculas en superficies de poliestireno durante 24 ha 37°C
utilizando un inéculo de 1 x 10° UFC/mL en caldo LB con los compuestos de manera individual
(6.5 mM de &cido protocateico, 6 mM de acido vanilico, 7 mM de catequina) y su combinacién a
1.62,0.74 y 0.05 mM de cada compuesto, respectivamente. La biopelicula formada en ausencia de
compuesto fendlico se tomé como testigo. A las 2 y 24 h de incubacion, las superficies se lavaron
con agua destilada estéril para eliminar las células adheridas débilmente, posteriormente se tifieron
con solucién de CV al 0.1% durante 10 minutos, se lavaron para eliminar el exceso de colorante y

se secaron al aire. Se realizaron observaciones microscopicas a un aumento de 600x.

5.4.4 Cuantificaciébn de Sustancias Poliméricas Extracelulares Secretadas por E. coli
uropatogena expuestas a los Compuestos Fendlicos Individual y en Combinacion Durante su
Adhesion a Catéteres de Silicona

Para determinar el efecto de los compuestos fendlicos sobre la formacion de biopeliculas, se evalud
el contenido de SPE ya que proporcionan la estructura tridimensional de la biopelicula. Las SPE
se cuantificaron a partir de biopeliculas de E. coli uropatdégena expuestas a compuestos fenolicos
individuales y en combinacion durante 24 h, elaboradas tal como se describio anteriormente. Para
la extraccion de SPE, los fragmentos del catéter se retiraron a las 24 h de la incubacion, seguido de
lavados con solucidn salina estéril para eliminar las bacterias débilmente adheridas. Después de
eso, los catéteres se colocaron en 5 mL de agua destilada con 30 uL de formaldehido (37 %) a 4°C
durante 1 h. A continuacion, se agregaron 2 mL de NaOH (1 M) a 4°C, las soluciones se sometieron
a un bafo de ultrasonido durante 10 min y se dejaron reposar a 4°C durante 3 h. Posteriormente, la

solucion se filtro a través de una membrana de 0.2 pum para eliminar las células bacterianas, el
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filtrado se purificé con una membrana de dialisis de celulosa (3500 Dalton) a 4°C durante 24 h'y
finalmente se liofilizo la fraccion > 3500 Dalton (Liu y Fang, 2002). Para el analisis, los liofilizados
se resuspendieron en agua ultrapura y se cuantificé el contenido de polisacaridos y proteinas de las
biopeliculas bacterianas (Liu & Fang, 2002). Los polisacaridos se determinaron mediante el
método del &cido fenol-sulfdrico (Masuko et al., 2005). Para esto las muestras se mezclaron con
150 pL de &cido sulfarico y 30 uL de fenol (5%), se incubaron a 90°C durante 5 minutos en un
bafio de agua estatico y se enfriaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego, se midio la
DO a 490 nm y los resultados se calcularon con base a una curva estandar de glucosa y se
expresaron como pg de equivalentes de glucosa (EG)/cm?. El contenido de proteinas se determind
mediante el ensayo de Bradford adaptado a un lector de microplacas (Bradford, 1976). En primer
lugar, se colocaron 120 pL de solucién de SPE en una microplaca de 96 pocillos, luego se
agregaron 30 pL de reactivo de Bradford a cada pocillo y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente. La DO se midié a 562 nmy los resultados se calcularon utilizando una curva de albmina
de suero bovino y se expresaron en pg de equivalente de albimina (EA)/cm?2. Todos los

experimentos se realizaron por duplicado y cada determinacion se realizé por triplicado.

5.4.5 Cuantificacion de Moléculas Sefial Autoinductoras 2 de E. coli Uropatégena Expuesta

a Compuestos Fendlicos Individual y en Combinacion

Se prepararon cultivos de 24 h de E. coli uropatogena en LB expuesta durante 24 h a diferentes
concentraciones de los compuestos fenélicos de manera individual (6.5 mM de acido protocateico,
6 mM de acido vanilico, 7 mM de catequina) y en combinacion a 1.62, 0.74 y 0.05 mM de cada
compuesto, respectivamente. Después, las muestras se centrifugaron a 3767 x g por 5mina4°Cy
se filtraron en microfiltros de 0.22 um para obtener cultivos libres de células. Se cuantifico
indirectamente el contenido de autoinductoras-2 utilizando V. harveyi BB170 que produjo
luminiscencia en presencia de las Al-2 secretadas por la E. coli uropatdgena (Taga & Xavier, 2011).
Para el ensayo, en una microplaca se colocaron 90 pL de un indculo de V. harveyi BB170 incubada
en aireacion por 14 h a 30°C en medio LB con sal y 10 puL de los cultivos libres de células. Se

midid la luminiscencia en un lector de microplacas a 490 nm durante 7 horas tomando lectura cada
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30 minutos a 30°C. Se tomd el valor al tiempo donde el control de V. harveyi BB170 presento el
menor conteo por minuto de luminiscencia. El experimento se realizo por triplicado y los resultados
se expresaron como induccion de la luminiscencia, los cuales fueron calculados de la siguiente

manera:

Conteo por minuto de muestra

Induccién bioluminiscencia =
Conteo por minuto de V. hareyi BB170 control

5.4.6 Andlisis Estadistico

Se aplicé un disefio experimental completamente al azar a todos los experimentos. Los factores
evaluados fueron las concentraciones individuales y en combinacion de catequina, acidos
protocateico y vanilico; las variables de respuesta fueron el nimero de células adheridas a las
superficies de silicona (Log CFU/cm?) y el nimero de células planctdnicas viables (Log CFU/mL),
el contenido de SPE (polisacéaridos = pg EG/cm?, proteinas = pg AE/cm?) y la induccion de
bioluminiscencia. Se realizé un ANOVA para estimar diferencias significativas entre tratamientos
y se aplicé la prueba de Tukey-Kramer para comparar las medias (p < 0.05) utilizando el software
NCSS version 2007
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Efecto Antibacteriano de la Combinacion de Acido Protocateico, Acido Vanilico y

Catequina.

En el Cuadro 2 se muestra el efecto antibacteriano de los compuestos fendlicos y de la
nitrofurantoina utilizados individualmente contra células plancténicas de E. coli uropatégena. La
concentracion minima inhibitoria encontrada para el &cido vanilico fue de 11.89 mM, para el &cido
protocateico de 12.98 mM y para la catequina de 13.78 mM. Por otra parte, las concentraciones
minimas bactericidas fueron de 17.84 y 19.46 mM para los acidos vanilico y protocateico,
respectivamente; mientras que, la catequina no mostro efecto bactericida a las concentraciones
evaluadas (1.72 — 34.45 mM). En ambos ensayos el acido vanilico fue més efectivo que el acido
protocateico y la catequina. Por otro lado, se evalué la concentracion minima inhibitoria de
nitrofurantoina como control positivo para efectos de comparacion con los compuestos fendlicos.
Los resultados demostraron que la nitrofurantoina requirié una dosis menor que los compuestos
fenolicos para inhibir el crecimiento y causar la muerte de células planctonicas de E. coli

uropatégena (0.4 mM).

Cuadro 2. Concentracién minima inhibitoria y minima bactericida de agentes antibacterianos
contra células planctonicas de E. coli uropatdgena incubada por 24 h a 37°C.

Compuesto Concentracion minima Concentracion minima
inhibitoria (mM) bactericida (mM)
" Acido protocateico | 12.98 | 19.46 |
Acido vanilico 11.89 17.84
Catequina 13.78 ND
Nitrofurantoina 0.4 0.4

ND: No determinada en el rango evaluado 1.72 — 34.45 mM.
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Para demostrar que los compuestos fendlicos en combinacion son mas efectivos que de manera
individual para inhibir el crecimiento bacteriano, se elaboraron varias combinaciones utilizando la
técnica de tablero de ajedrez. En el Cuadro 3 se encuentran algunas de las combinaciones evaluadas
que mostraron inhibicion del crecimiento de bacterias planctonicas. La mezcla de 1.62, 0.74 y 0.05
mM de acido protocateico, acido vanilico y catequina, respectivamente, mostr6é una Y CIF de 0.3
representando interaccion sinérgica entre los componentes. Aungue otras combinaciones también
inhibieron el crecimiento bacteriano, éstas obtuvieron una ) CIF mayor indicando interacciones
aditivas, indiferentes o incluso antagonistas. Por lo que se eligi6 esta proporcion (1.62, 0.74 y 0.05
mM) de &cido protocateico, acido vanilico y catequina para evaluar en los ensayos posteriores ya
que cumple con el criterio de ser la dosis méas baja de la combinacion ternaria con mayor eficacia
antibacteriana. Sin embargo, es importante mencionar que se podrian encontrar otras
combinaciones ternarias efectivas utilizando otras dosis de los compuestos individuales que en este

estudio no se evaluaron.

Cuadro 3. Efecto de la combinacion de compuestos fenolicos contra células planctdnicas de E. coli
uropatdgena incubada por 24 h a 37°C.

Concentracion (mM) Efecto de la combinacién
Ac. Protocateico  Ac Vanilico Catequina CIF Interaccién

0.81 5.94 0.0 0.5 Sinergismo
12.98 0.0 0.20 1.0 Aditivo

0.0 5.94 6.89 1.0 Aditivo

1.62 0.17 6.89 0.6 Aditivo

1.62 0.74 0.05 0.3 Sinergismo
6.48 2.97 3.44 1 Aditivo
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Con la combinacion seleccionada, las dosis individuales fueron reducidas 8 veces para el acido
protocateico, 16 veces para el 4cido vanilico y 276 veces para catequina. Estos resultados reflejaron
el impacto de la combinacién de compuestos fenolicos para reducir las dosis efectivas individuales.
Las actividades antimicrobianas de los compuestos fendlicos en células planctonicas involucran
diversos modos de accion. Uno de ellos es la penetracion y disrupcion de la membrana
citoplasmatica mediante la formacion de poros y fuga de componentes intracelulares (Simoes et
al., 2009). Por otro lado, algunos compuestos fendlicos de bajo peso molecular con uno o varios
grupos hidroxilo son hidrosolubles y les permite formar enlaces i6nicos o puentes de hidrégeno
con proteinas importantes en el metabolismo bacteriano (Negi, 2012). Los fenoles también pueden
inhibir la sintesis de &cidos nucleicos y afectar bombas de energia tanto en bacterias Gram-
negativas como positivas (Wu et al., 2018). Debido a que esta clase de compuestos no son
totalmente especificos y pueden tener varios sitios de accion es posible observar una sinergia en la
actividad antibacteriana durante la combinacion.

La catequina y el acido protocateico son compuestos con gran potencial antibacteriano, sin
embargo, en este estudio el acido vanilico fue mas efectivo para inhibir el crecimiento de E. coli
uropatdgena. El potencial antibacteriano se ha asociado con un aumento en el caracter lipofilico de
los compuestos. En este caso, el acido vanilico tiene un LogP de 1.43 que es mas alto que el LogP
del &cido protocateico (LogP = 0.86) y la catequina (LogP = 0.4), lo que podria indicar una mayor
interaccion con la membrana citoplasmatica y ser mas efectivo. Por otro lado, también se ha
sugerido que el nimero de grupos hidroxilos aumenta la actividad inhibitoria de los &cidos
hidroxibenzoicos y atin mas la sustitucion de un grupo hidroxilo con grupo metoxi como en el caso
del acido vanilico, que le proporciona buenas propiedades anfifilicas y por lo tanto una buena
caracteristica de penetracion celular (Figura 4) (Sanchez-Maldonado et al., 2011). Para corroborar
si esta hipdtesis es correcta se evalud la posible interaccion entre los compuestos fendlicos de
manera individual y en combinacion con modelos de membranas.

Hasta el momento, no se ha encontrado un estudio que haya reportado el efecto antibacteriano de
estos acidos fenolicos y catequina contra E. coli uropatdgena; sin embargo, se han reportado CMI
similares para estos acidos fendlicos individuales contra otras bacterias (Alves et al., 2013;
Miyague et al., 2015). El &cido protocateico mostro una CMI de 19.46 mM contra L.
monocytogenes, y el acido vanilico mostr6 una CMI de 17.84 y 14.86 mM contra E. coli O157: H7

y Salmonella Typhimurium, respectivamente. Por otro lado, los flavonoides, como las catequinas,
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mostraron un potencial antibacteriano con CMI que varian de 31 mM a 344 mM contra E. coli, S.
Typhimurium y S. aureus (Nakayama et al., 2013; Taylor et al., 2005). En promedio, los valores
de CMI obtenidos se encuentran en el rango reportado anteriormente, y las variaciones encontradas
podrian atribuirse a la discrepancia en el origen de los compuestos y métodos utilizados para
determinar la actividad antibacteriana combinada con el uso de diferentes cepas.

En este estudio, los compuestos fendlicos combinados fueron mas efectivos comparado a su uso
de manera individual obteniendo el mismo efecto pero a dosis menores. Es importante resaltar que
aun cuando la catequina no mostrd ningln efecto bactericida en las concentraciones mas altas
probadas, parece tener un papel en la mejora de la eficacia de los &cidos fendlicos durante la
combinacion. Debido a la gravedad de la resistencia antibacteriana que se ha observado en los
ultimos afios, un cambio de paradigma en la monoterapia de farmacos por la combinacion de
maltiples farmacos, ha ganado gran interés (Wagner & Efferth, 2017).

Existen estudios en donde se han combinado compuestos fenélicos de extractos de plantas y aceites
esenciales, entre ellos o con antibioticos, demostrando que los fitoquimicos pueden inhibir los
mecanismos bacterianos relacionados con resistencia 0 mostrar una sinergia al bloquear uno o mas
sitios del metabolismo de la bacteria (Hemaiswarya et al., 2008; Maisuria et al., 2015; Wagner &
Efferth, 2017). La sinergia de los compuestos fenolicos se basa en que cada componente presenta
distintos sitios de accion durante la combinacion. En un estudio se demostroé que la combinacion
de algunos flavonoides fue mas efectiva para inhibir el crecimiento de S. aureus resistente a
meticilina en comparacion con los compuestos utilizados de manera individual (Amin et al., 2015).
Los autores reportan que morina y rutina a una concentracion de 500 pg/mL no inhibieron el
crecimiento de la bacteria, mientras que la combinacion de 280 pg/mL de morina, 280 pug/mL de
rutina y 140 pug/mL de quercetina mostré un halo de inhibicion de 16.23 mm.

Los resultados obtenidos en esta etapa fueron necesarios para determinar las concentraciones sub-
inhibitorias que se utilizaron en los ensayos siguientes para descartar un efecto de la pérdida de

viabilidad celular en el in6culo y que el efecto fuera sobre la variable respuesta.
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6.2. Efecto de los Compuestos Fendlicos Individuales y en Combinacion para Erradicar

Biopeliculas de E. coli Uropatogena

Los resultados de esta etapa tienen la finalidad de demostrar que la erradicacion de biopeliculas de
E. coli uropatdgena es mas dificil en comparacion con las células plancténicas, y de esta manera
evidenciar que resulta mejor prevenir la formacién de biopeliculas. Ademas de evaluar uno de los
posibles mecanismos supresores de los compuestos fendlicos como lo es la alteracion de la
membrana bacteriana.

Los compuestos fendlicos redujeron el numero de células viables en biopeliculas pre-formadas de
E. coli uropatégena adheridas a superficies de silicona (Figura 5). La CMI del acido protocateico
redujo la densidad celular en las biopeliculas pero no la inhibié completamente; mientras que
incrementando dos veces la CMI se erradic6 la biopelicula bacteriana (p < 0.05). En cuanto al &cido
vanilico, la concentracion de 23.78 mM que corresponde a dos veces la CMI fue efectiva para
inactivar el 100% de células viables en la biopelicula pre-formada (p < 0.05). Incluso estas
concentraciones fueron mayores a las dosis necesarias para causar la muerte bacteriana (CMB) de
células planctonicas. De manera consistente con nuestros ensayos anteriores, la catequina a las
dosis evaluadas (hasta 68.9 mM) redujo la densidad celular de las biopeliculas pero no las erradico.
Un resultado interesante fue que la nitrofurantoina a una concentracion 6.3 veces mayor que la
CMI no redujo el crecimiento de las bacterias en biopeliculas pre-formadas. Estos resultados
indican que la matriz de SPE de la biopelicula con la accion de los agentes antibacterianos ya que
se necesitaron dosis mayores contra biopeliculas que contra células plancténicas. Aunado a esto,
los antibioticos utilizados cominmente no son efectivos para eliminar biopeliculas una vez ya
formadas en el catéter y sélo son dtiles a nivel planctdnico, reforzando asi la necesidad de usar
alternativas a los antibioticos comunmente empleados.

En el Cuadro 4 se muestra el efecto de algunas de las combinaciones de &cido protocateico, &cido
vanilico y catequina que lograron erradicar biopeliculas de E. coli uropatdégena pre-formadas
durante 24 h a 37°C en superficies de silicona. De estas mezclas, tres de ella mostraron efecto
sinérgico al momento de inactivar células en biopeliculas; sin embargo, la combinacién en donde
se utilizaron dosis menores fue la de 3.2 mM de acido protocateico, 2.97 mM de &cido vanilico y

1.72 mM de catequina. Durante la combinacion de los compuestos fenolicos las dosis utilizadas
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Densidad celular en biopeliculas
N

adheridas a catéteres (Log UFC/cm?)
o

*

Ho

*

QD

QD

0 - .
Testigo 12.98 25.95

Ac. protocateico

11.89

23.78 55.12

68.9

1.67

2.52

Ac. vanilico

Catequina

Concentracion (mM)

Nitrofurantoina

Figura 5. Viabilidad de E. coli uropatogena en biopeliculas pre-formadas (testigo) y expuestas
durante 1 h a acido protocateico, acido vanilico, catequina y nitrofurantoina. Diferentes literales
indican diferencias entre tratamientos (p < 0.05). Los resultados se expresan como la media +
desviacion estandar. * Valor por debajo de los limites de deteccion (1.3 Log UFC/cm?).

Cuadro 4. Combinacién de compuestos fenolicos que erradican biopeliculas de E. coli uropatogena
pre-formadas en superficies de silicona por 24 h a 37°C.

Combinacién (mM)

Acido protocateico  Acido vanilico  Catequina ECIF Inég?gﬂg&%ﬁ la
5.51 3.56 13.78 0.56 Aditivo
3.20 2.97 1.72 0.30 Sinérgico
1.62 5.94 3.44 0.43 Sinérgico
0.0 5.94 13.78 0.38 Sinérgico
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individualmente lograron ser reducidas 8, 8 y 40 veces para el &cido protocateico, el acido vanilico
y la catequina, respectivamente.

Se ha reportado que la eliminacién de la biopelicula y la inactivacion de las células de la biopelicula
se realizan mediante procesos distintos. La erradicacion de biopeliculas se refiere a la inactivacion
de bacterias, pero éstas pueden permanecer adheridas a la superficie; por otro lado, la eliminacién
de biopeliculas debe realizarse mediante la degradacion y eliminacion de las SPE adheridas.
Cualquier agente con actividad de erradicacion de biopeliculas debe atravesar la matriz creada por
sustancias poliméricas extracelulares y atacar las células viables incrustadas. Las bacterias de la
biopelicula pueden ser inactivadas por la actividad antimicrobiana de los compuestos fendlicos,
que incluyen la ruptura de las membranas citoplasmicas, la inhibicién enzimatica a traves de la
reaccién con el grupo sulfhidrilo, o interacciones no especificas con proteinas y la sintesis de acidos
nucleicos (Simoes et al., 2009). Sin embargo, el mecanismo en las bacterias de biopeliculas
embebidas podria ser diferente, considerando la interferencia de los componentes de las
biopeliculas. Estos resultados resaltan la importancia de combinar agentes antibacterianos con un
modo de accion diferente, con al menos uno capaz de romper la matriz del polimero y otro capaz
de causar la muerte celular bacteriana.

Un estudio demostro que la combinacion de acido ferdlico y acido salicilico (1000 pg/mL) fue mas
efectiva para inactivar biopeliculas de P. fluorescens, B. cereus y biopeliculas de ambas especies
(Lemos et al., 2014) que los compuestos individuales. Ademas, en otro estudio se evalud el efecto
de la combinacion de jugo de arandano con &cido caprilico y timol contra la erradicacion de
biopeliculas de E. coli uropatogena formadas en superficies de silicona en presencia de orina
artificial. Los resultados demostraron que los tratamientos individuales no lograron erradicar las
biopeliculas pre-formadas (Kim et al., 2019). Por el contrario, los recuentos de bacterias
sobrevivientes en las biopeliculas se vieron reducidas de forma sinérgica cuando se combing el
jugo de arandano con los antimicrobianos. El tratamiento de la combinacion de los tres
componentes (jugo de arandano 8%, acido caprilico 0.05% y timol 0.05%) erradico el 100% de las
biopeliculas formadas en menos de 1 min de exposicion al tratamiento (Kim et al., 2019). Este
estudio indica que la combinacion de compuestos antimicrobianos puede actuar sinérgicamente
para potenciar la capacidad de erradicar biopeliculas bacterianas y en un futuro ser utilizado para

el tratamiento de las IUs.
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Uno de los mecanismos de accion antibacterianos y para erradicar biopeliculas que se han
propuesto para los compuestos fenolicos es la alteracion de la membrana bacteriana. La integridad
de la membrana celular pudo evaluarse en funcion de la capacidad de la captacién de cristal violeta
debido al dafio en la membrana causada por los compuestos fendlicos. En la Figura 6 se muestra el
potencial de estos compuestos de manera individual y en combinacion para afectar la integridad de
la membrana de E. coli uropatogena después de ocho horas de exposicion. Los resultados sugieren
que los compuestos fendlicos evaluados comprometen la integridad de la membrana bacteriana (p
<0.05), siendo la catequina a 7 mM la mas efectiva permitiendo la internalizacion de un 62% de
cristal violeta. Por su parte, los &cidos protocateico y vanilico a una concentracién de 6.5y 6 mM
respectivamente, mostraron un comportamiento similar entre ellos con una internalizacion de

cristal violeta entre 20 — 25%.
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Figura 6. Efecto del &cido protocateico (AP), &cido vanilico (AV) y catequina (Cat) y su
combinacion [(1.62 mM (AP) + 0.74 mM (AV) + 0.05 mM (Cat)] sobre la permeabilidad de la
membrana de E. coli uropatégena. Los valores se expresan como la media + desviacion estandar.
Diferentes letras significan diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05).
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Para continuar con la evaluacion del efecto de los compuestos fenolicos sobre la integridad de la
membrana bacteriana se ensayaron modelos de monocapas de membrana utilizando la balanza
Langmuir. En la Figura 7 se muestran las isotermas de presién superficial por area molecular de la
monocapa de fosfolipidos en la interfase aire-agua y la subfase conteniendo los compuestos
fenolicos individuales y en combinacion. La isoterma correspondiente a la mezcla de fosfolipidos
(DPPC y DMPG) conteniendo agua pura en la subfase presenta una curva tipica mostrando un
valor de 100 A?/molécula en el cambio de fase de gas a liquido expandido y presenta una pequefia
meseta alrededor de 10-17 mN/m que representa el cambio de la fase de liquido expandido a liquido

condensado.
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Figura 7. Isotermas de presion superficial por area molecular registrado para las monocapas con
subfases conteniendo agua pura con y sin compuestos fendlicos de manera individual y en
combinacion. AP = &cido protocateico, AV = acido vanilico, Cat = catequina.
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La combinacion de compuestos fendlicos causé un comportamiento similar a la isoterma en la que
se depositd solo agua mostrando un valor de cambio de fase a 105 mN/m?. La isoterma registrada
con subfase en presencia de catequina mostré un aumento del cambio de fase (128 A%molécula)
en comparacion con la isoterma de la monocapa tratada sélo con agua (p < 0.05). Ademas, esta
isoterma de compresion mostré una transicion de liquido expandido a liquido condensado entre 12
y 22 mN/m. El acido protocateico también presentdé un aumento del cambio de fase (124
A?/molécula); sin embargo, se pudo observar una forma isotérmica diferente en comparacion con
los otros compuestos fenodlicos. El valor de cambio de fase en la isoterma del acido vanilico
aumento (115 A%molécula) en comparacion con la isoterma del agua y mostré un comportamiento
similar al de la monocapa con la isoterma de la catequina. El aumento en los valores de cambio de
fase de gas a liquido expandido significa que el compuesto fendlico expandi6 la monocapa de
lipidos debido a su incorporacion entre le membrana del modelo.

Por otra parte, el médulo de compresibilidad frente a la presion superficial se utiliza para
caracterizar la elasticidad de las monocapas de fosfolipidos en la interfase aire-agua. Los resultados
observados en la Figura 8 muestran el efecto de los compuestos fenolicos sobre la flexibilidad de
los modelos de membrana. Especificamente a 30 mN/m, el modulo de compresibilidad (Cs™?) de la
mezcla de fosfolipidos con agua pura fue de 127 mN/m; mientas que cuando los compuestos
fenolicos estaban presentes en la subfase este valor disminuyé de 1.4 a 2 veces. Se sabe que los
compuestos gue interactdan con la monocapa muestran un modulo de compresibilidad mas bajo a
cualquier presién, lo que sugiere una membrana mas fluida. La catequina mostr6 el mayor efecto
en la fluidizacion del modelo de membrana con un Cs* de 60 mN/m, seguido por el acido
protocateico (Cs ~* de 70 mN/m) y el acido vanilico (Cs™* de 85 mN/m) (p <0.05). La combinacion

fendlica mostré un Cs™* similar (125 mN/m) en comparacion con el agua pura.
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Figura 8. Mddulo de compresibilidad (Cs™) contra presion superficial registrado para las
monocapas con subfases conteniendo agua pura con y sin compuestos fendlicos de manera
individual y en combinacion. AP = acido protocateico, AV = 4cido vanilico, Cat = catequina.

En la Figura 9 se muestra la isoterma de absorcion de compuestos fenolicos en la mezcla de
fosfolipidos en la interfase aire-agua. Se puede observar una baja estabilidad normal de la
monocapa afiadida con agua pura. Cuando se emplearon en la subfase los compuestos fendlicos de
manera individual y en combinacion se obtuvo un incremento en la presion, lo que sugiere que
estos compuestos se absorben en la monocapa y mantienen la estabilidad a lo largo del tiempo.

La posible interaccion entre los compuestos fendlicos y la membrana bacteriana se puede evaluar
utilizando la balanza de Langmuir para estudiar las propiedades termodinamicas de los modelos de
monocapa de fosfolipidos en la interfaz agua-aire. Se sabe que las membranas bioldgicas son
bicapas y son mas complejas que estos modelos; sin embargo, teniendo en cuenta que su estudio
es dificil, el uso de modelos de monocapa puede ser un enfoque de la superficie externa de las

membranas bioldgicas. Normalmente, una isoterma se obtiene mediante la compresion de la
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monocapa que controla la presion de la superficie. Algunas regiones diferentes llamadas fases se
pueden observar en la isoterma con la compresién de una monocapa; cuando las moléculas se
expanden en la subfase, las monocapas existen en estado gaseoso y cuando se comprimen mas,
alcanzan una fase de transicion al estado liquido expandido. Luego tiene una transicién al estado
liquido condensado, y en densidades mas altas, la monocapa finalmente alcanza el estado sélido.
Si la monocapa se comprime después de alcanzar el estado sélido, se colapsara en estructuras
tridimensionales. La interaccion entre los antimicrobianos y las monocapas influye en la

disposicion de las moléculas de lipidos y la isoterma de la monocapa.
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Figura 9. Isotermas de absorcion para las monocapas con subfases conteniendo agua pura con'y
sin compuestos fenolicos de manera individual y en combinacion. AP = &cido protocateico, AV =
acido vanilico, Cat = catequina.
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Los resultados observados en nuestro trabajo sugieren que la adicién de compuestos fendlicos a la
subfase alter6 la densidad de empaquetamiento de la monocapa de fosfolipidos debido a la
expansion observada en las isotermas a areas mas grandes a presiones iniciales. La catequina parece
tener el mayor efecto de fluidificacién en las monocapas, seguida de los &cidos protocateico y
vanilico, debido al mayor valor de cambio de fase obtenido. Esto sugiere que la catequina esta
interactuando con los fosfolipidos y se encuentra una mayor area entre las moléculas de
fosfolipidos expandiendo la monocapa a presiones mas altas. Ademas, la adicion de compuestos
antibacterianos a la subfase reflejo los defectos de las propiedades viscoel&sticas de la monocapa
de fosfolipidos debido a un cambio en la efectividad del empaquetamiento molecular, la alteracion
del &rea molecular y un aumento en la fluidez de la membrana modelo (Nowotarska et al., 2014).
Estos efectos podrian explicarse por las interacciones entre los grupos hidroxilo de la catequina 'y
el grupo de la cabeza polar de los fosfolipidos a través de los enlaces de hidrégeno que permitieron
la incorporacién de compuestos fendélicos en las monocapas. Ademas, el grupo carboxilico de los
acidos fenolicos a pH fisioldgico puede disociarse, y estas cargas negativas pueden causar repulsion
con las cargas negativas de los fosfolipidos DMPG y DPPC, causando la expansion de la
monocapa. Estudios anteriores han informado que la incorporacion de compuestos fenolicos, como
el timol, penetr6 en monocapas de fosfatidilcolina a altos valores iniciales de presiones
superficiales (Ferreira et al., 2016). Ademas, el acido rosmarinico y la quercetina interactuaron con
los grupos de la cabeza polar de los lipidos en la interfase agua-lipido. Se ha informado que la
interaccion entre algunos flavonoides y membranas puede depender de la formacion de enlaces de
hidrogeno entre los grupos hidroxilo de los flavonoides y los grupos de la cabeza polar de los
fosfolipidos (Fadel et al., 2011; Movileanu et al., 2000).

El ensayo de internalizacion de cristal violeta indicé que la catequina aumento la permeabilidad de
la membrana en mayor medida que los otros dos compuestos, lo cual fue en concordancia con los
resultados obtenidos con la balanza de Langmiur. En contraste con nuestros resultados, se sugirié
que el aumento en el numero y la disponibilidad de grupos hidroxilo moleculares podria disminuir
las interacciones con los lipidos de la membrana y, en ocasiones, también disminuir la eficacia
antibacteriana (Wu et al., 2013). Por otro lado, también se ha informado que los grupos -OH,
especificamente el -OH del carbono en la posicion 3 del anillo C del flavonoide, le dan a la
catequina una alta actividad antibacteriana que puede interactuar con las proteinas de la membrana,

aumentando la rigidez y conduciendo a una pérdida de la estructura y funcion (Wu et al., 2013).
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Asahi et al. (2014) reportaron que la epigalocatequina, en concentraciones inhibitorias, dafio
indirectamente la membrana citoplasmica, posiblemente causada por la produccion celular de
perdxido de hidrdgeno, que es un conocido oxidante lipidico, también este efecto se relacion6 con
una disminucidn en los factores de virulencia y la produccién de biopeliculas. La catequina en la
combinacion sinérgica podria contribuir al dafio de la membrana, pero las dosis bajas que se
utilizaron no fueron efectivas como antibacterianas y sélo ayudaron a potenciar los efectos del
acido vanilico y del &cido protocateico. Segln nuestros resultados, la catequina al afectar la
membrana bacteriana podria inhibir la formacion de biopeliculas al interferir con la adhesion

inicial.

6.3. Efecto de la Combinacion de Acido Protocateico, Acido Vanilico y Catequina sobre la
Motilidad y Adhesién de E. coli Uropatdgena.

En esta etapa se describen los resultados acerca del efecto de los compuestos fenolicos sobre
factores como la motilidad, la carga superficial, la energia superficial y la presencia de fimbria curli
que favorecen la adhesidn bacteriana para formar las biopeliculas en superficies de silicona.

La primera etapa para la formacion de biopelicula es la adhesion la cual es favorecida por la
motilidad de la bacteria que le permite a travesar el medio y llegar al sitio donde formara la
biopelicula. En este sentido, la Figura 10 muestra el efecto de los compuestos fendlicos de manera
individual y en combinacion sobre la motilidad de la bacteria uropatdgena incubada a 37 °C durante
24 h. Las bacterias testigo presentaron un halo de motilidad swimming de 69.1 mm, mientras que
la bacteria expuesta a la combinacion de compuestos fendlicos present6 el menor halo de inhibicion
(34.3 mm) en comparacion con el testigo y los efectos individuales (p < 0.05). De manera
individual, el &cido protocateico a 6.5 mM redujo el 35% de motilidad, el &cido vanilicoa3y a6
mM redujo el 21% y el 100% de la motilidad bacteriana, y la catequina a 7 mM no disminuyd este

factor de virulencia en comparacion con la bacteria testigo (p < 0.05).
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Figura 10. Motilidad tipo swimming y swarming de E. coli uropatdégena expuesta a compuestos
fendlicos de manera individual y su combinacion a 37°C durante 24 h. Valores se expresan como
la media + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05). AP = acido protocateico, AV = acido vanilico, Cat = catequina.
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En la Figura 10 también se muestra el efecto de los compuestos fenolicos sobre la motilidad tipo
swarming de E. coli uropatdgena. Las bacterias expuestas a los compuestos fendlicos mostraron
menores halos de inhibicion que la bacteria testigo que presentd un halo de motilidad de 7.13 mm
(p < 0.05). El &cido protocateico a 6.5 mM logré reducir 1.06 mm de motilidad comparado con la
bacteria testigo, mientras que el acido vanilico a 3 mM redujo 1.18 mm y la catequina a 7 mM
redujo 1.03 mm. De estos, el acido vanilico fue mas efectivo que los otros compuestos ya que se
utilizaron dosis menores para obtener resultados similares. La combinacion de los compuestos
fendlicos redujo en un 27% el halo de motilidad tipo swarming en comparacion con el control,
siendo el tratamiento mas efectivo (p < 0.05).

Las propiedades de la superficie de la bacteria como la carga superficial son importantes para la
adhesion inicial y el desarrollo de biopeliculas. En este sentido, se evaluaron los valores de
potencial zeta de E. coli uropatdgena expuesta a compuestos fendlicos de manera individual y en
combinacidén (Cuadro 5). La adicién de compuestos fendlicos disminuyd la carga negativa exhibida
por las bacterias testigo (p < 0.05). Aunque no hubo diferencia significativa entre algunos
tratamientos, se puede enfatizar que la combinacién fendlica gener6 la mayor disminucion en los
valores de potencial zeta a dosis mas bajas; observando un valor de -29.56 mM para la bacteria
expuesta a la combinacion y -37.16 mV para la bacteria testigo. Entre los compuestos individuales,
el &cido protocateico a 6.5 mM y el &cido vanilico a 6 mM no mostraron diferencia significativa
entre ellos; sin embargo, el &cido protocateico disminuyé ligeramente mas la carga superficial que
los demés compuestos fendlicos.

En el Cuadro 5 se muestran los valores de energia superficial de E. coli uropatogena expuesta a los
compuestos fendlicos. La bacteria sin exposicion a los tratamientos (testigo) presenté un valor de
31.45 mJ/m? que indica que la superficie tiende a ser hidrofilica.

Por su parte, la exposicion de las bacterias a la combinacion (48.40 mJ/m?), &cido protocateico
(43.69 mJ/m?), catequina (40.74 mJ/m?) y acido vanilico (37.54 mJ/m?) (p < 0.05) aumenté la
energia superficial indicando que la superficie se volvié mas hidrofilica comparado con la bacteria

sin tratamiento.
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Cuadro 5. Efecto de los compuestos fenolicos de manera individual y en combinacion sobre la
carga superficial y energia superficial de E. coli uropatogena.

Compuestos fendlicos mM Carga superficial Energia
(mV) superficial

(mJ/m?)

Control 0 -37.16 = 1.0° 31.45 +1.322

Combinacion 1.62 mM (AP) + -29.56 +1.11° 48.40 + 3.59°

0.74 mM (AV) +
0.05 mM (Cat)

Acido protocateico (AP) 6.5 -29.73 + 1.40° 43.69 + 2.55°
Acido vanilico (AV) 6 -29.96 + 2.25° 37.54 + 4.47°
Catequina (Cat) 7 -35.2+0.2° 40.74 +1.93°

Los valores se expresan como la media * desviacion estandar. Diferentes letras significan una
diferencia significativa entre los tratamientos (p < 0.05).

Otro factor virulencia que favorece la adhesion bacteriana es la fimbria curli debido a que promueve
interacciones célula-célula y célula-superficie. En el Cuadro 6 se muestra el efecto de los
compuestos fendlicos sobre la fimbria curli de E. coli uropatdgena evaluada a 28°C. Las bacterias
testigo generaron microcolonias tefiidas de rojo intenso mediante la exposicién al colorante rojo de
Congo, lo que indica interaccién de la fimbria curli con el colorante. Las bacterias tratadas con los
tres compuestos fendlicos de manera individual y en combinacion produjeron colonias
blanquecinas debido a la falta de interaccion de la fimbria curli con el tinte rojo de Congo, lo que
pudiera indicar una alteracion en la sintesis de la fimbria curli o afectacion directa con este factor
de virulencia. A pesar de que los compuestos individuales inhibieron la fimbria curli, la
combinacion fendlica fue mas efectiva ya que las concentraciones individuales fueron reducidas
desde 6.8 a 280 veces para obtener el mismo resultado. Tomando en cuenta el efecto de los
compuestos individuales puede destacarse que el acido vanilico en dosis menores (6 mM) que el
acido protocateico (6.5 mM) y la catequina (7 mM) afecto la fimbria curli en la misma medida.

Son diversos los mecanismos por los cuales se puede reducir la formacion de biopeliculas

bacterianas y un punto de control podria ser la motilidad.
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Cuadro 6. Efecto de compuestos fenolicos en la produccién de fimbria curli de E. coli
uropatdgena

Compuestos fendlicos Mm Presencia (+) /
Ausencia (-)

Control 0 +

Acido protocateico (AP) 6.5 +

Acido vanilico (AV) 6 +

Catequina (Cat) 7 +

Combinacion 1.62 mM (AP) + 0.74 mM (AV) +

+ 0.05 mM (Cat)

Estudios previos han reportado la efectividad de compuestos fendlicos para inhibir la motilidad de
bacterias patogenas; por ejemplo, el &cido galico y el acido ferulico inhibieron la motilidad de L.
monocytogenes en un 70.5% y 100%, respectivamente, en comparacion con el control (Borges et
al., 2012). También, Lemos et al. (2014) informaron que el acido ferulico a la concentracion de 1
mg/mL inhibi6 la motilidad de B. cereus y P. fluorescens en =92 y 96%, respectivamente. El
mecanismo exacto por el cual los compuestos fendlicos afectan la motilidad bacteriana sigue siendo
desconocido. Este modo de accidn puede estar relacionado con una disminucion de la expresion de
los genes implicados en la sintesis flagelar o la interferencia directa con flagelos. Hidalgo et al.
(2011) mostraron que las proantocianidinas, compuestos fendlicos complejos, redujeron la
motilidad tipo swimming y swarming de E. coli CFT073 uropatogena debido a la inhibicion de la
expresion del gen de la flagelina (fliC), un polipéptido que forma el flagelo, afectando su sintesis.
Ademas, se ha reportado que la curcumina, otro compuesto fendlico, afectd la motilidad bacteriana
debido a un acortamiento en la longitud del filamento flagelar y disminucion de su densidad y del
numero de bacterias flageladas. Estos efectos se atribuyeron a un efecto postraduccional de la union
de la curcumina mediante enlaces de hidrogeno con los grupos hidroxilo del aspartato, glutamina,
asparagina y residuos de serina del filamento flagelar, haciéndolo mas fragil y rompiéndolo en
fragmentos méas pequefios (Marathe et al. 2016).

La carga superficial de las celulas bacterianas proporciona informacion acerca de las posibles
interacciones electroestaticas repulsivas/atractivas entre la célula y las superficies de silicona. Por
lo tanto, los cambios en la superficie bacteriana podrian afectar su adhesion. Generalmente, bajo
condiciones fisioldgicas, estas bacterias presentan cargas superficiales negativas debido a los

componentes tales como lipopolisacaridos presentes en el exterior de la membrana de Gram-
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negativas (Lemos et al., 2014). La exposicion a los compuestos fenolicos disminuyo el valor
negativo del potencial zeta posiblemente debido a una interaccion con los grupos que le confieren
cargas negativas a la bacteria como el grupo carboxilico de los lipopolisacaridos. Por otra parte, se
ha sugerido que la silicona presenta cargas negativas, lo que ocasionaria una disminucién en las
fuerzas de repulsion entre la bacteria y la superficie favoreciendo el proceso de adhesion (Hui &
Dykes, 2012). Sin embargo, es importante resaltar que este tipo de adhesion reversible es casi
instantanea y la adhesion también se ve favorecida por la presencia de SPE y organelos
extracelulares como fimbrias y flagelos que podrian tener una mayor influencia en la adhesion.

El grado de hidrofobicidad de la bacteria también influye en el proceso de adhesion bacteriana.
Bacterias mas hidrofdbicas tienden a colonizar en mayor medida superficies hidrofobicas como la
silicona. En este sentido, los compuestos fendlicos individuales y en combinacién aumentaron el
grado hidrofilico de la bacteria sugiriendo una posible disminucion en la adhesion. La
hidrofobicidad esta relacionada con la presencia de apéndices extracelulares como fimbrias, pilis
y flagelos y por lo tanto un menor grado de hidrofobicidad causado por los compuestos fendlicos
podria deberse a interferencia con alguno de estos organelos (Suwalak & Voravuthikunchai, 2009).
Anteriormente, se ha informado que los compuestos fendlicos afectan las superficies bacterianas.
Borges et al. (2012) informaron que los acidos feralico y galico cambiaron la carga superficial de
E. coli y P. aeruginosa a valores menos negativos en comparacion con las bacterias testigo. Estos
podrian atribuirse a una alteracion de los componentes de la superficie, como las adhesinas, pili y
flagelos, que podrian ofrecer una alta hidrofobicidad a la bacteria como en el caso de taninos en
superficies de E. coli (Suwalak & Voravuthikunchai, 2009). Asi mismo, extractos de plantas
medicinales como Galium odoratum y Urtica dioica a concentraciones de 15 y 20 mg/mL
modificaron la superficie de E. coli uropatdgena haciéndola mas hidrofilica (Wojnicz et al., 2012a).
Estos autores sugieren que la naturaleza superficial de las células hidrofilicas impide la
colonizacion de los tejidos del huésped y de las superficies abioticas. Este efecto se atribuyo a la
composicion fenolica principalmente a kaempferol, quercetina, rutina, acido cumarico y acido
protocateico. EI mecanismo exacto por el cual los compuestos fendlicos modifican la superficie no
esta totalmente esclarecido.

Dentro de las estrategias para evitar la adhesion bacteriana y como consiguiente la formacion de
biopelicula es inhibir la sintesis de fimbrias. Algunos compuestos fendlicos como el galato de

epigalocatequina han demostrado ser efectivos para reducir la formacion de biopelicula de E. coli
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uropatdgena interfiriendo directamente con el ensamblaje de subunidades de fibras amiloides curli
reduciendo la expresion de CsgD - un activador crucial de curli (Serra et al., 2016). En otro estudio,
el flavonoide miricetina y derivados de éste como galato de epigalocatequina inhibieron la
formacion de biopelicula dependiente de curli en E. coli K12. Utilizando microscopio electronico
de transmisién y andlisis de inmunotransferencia demostraron que este compuesto previene la
sintesis de fimbria curli al suprimir la expresién de proteinas relacionadas con esta fimbria;
mientras que el analisis de PCR-cuantitativa en tiempo real demostré que la presencia de este
compuesto rejudo los transcritos de csgA, csgB y csgD. Ademas, el nivel de RpoS, un factor sigma
de fase estacionaria, se redujo en presencia del compuesto, mientras que el transcrito de rpoS no se
afecto. Esto debido a que el compuesto acelero la degradacidn de RpoS por la proteasa dependiente
de ATP ClpXP en combinacién con su adaptador RssB afectando la sintesis de curli (Arita-Morioka
etal., 2018).

6.4. Efecto de la Combinacion de Catequina, Acido Protocateico y Acido Vanilico sobre la

Formacion de Biopeliculas de E. coli Uropatdgena en Catéteres de Silicona.

Primeramente, se caracteriz6 la formacion de biopeliculas de E. coli uropatdgena en superficies de
silicona con la finalidad de establecer la cantidad de indculo y el tiempo de incubacion que se
emplearian y posteriormente evaluar el efecto de los compuestos fenolicos sobre dicho proceso. En
la Figura 11 se muestra el comportamiento de la adhesion bacteriana a los fragmentos de catéteres
durante 72 h en medio LB a 37°C. Se puede observar que no hay adhesion bacteriana en las
primeras horas y es hasta la cuarta hora cuando comienza la adhesion. Entre las 4 h 'y 12 h
incrementa la densidad celular adherida a los catéteres y se observa un mayor incremento de las 12
h a las 24 h. Posterior a las 24 h, ocurre una disminucion gradual de la densidad celular hasta las
72 h.
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Figura 11. Adhesion de E. coli uropatdgena en catéteres de silicona por 24 h a 37°C. Los valores
se expresan como la media + desviacion estandar. El inoculo inicial agregado al sistema fue de 3
Log UFC/mL

La caracterizacion de la formacion de biopeliculas es importante para comprender el
comportamiento de las bacterias y los cambios en la densidad celular durante el tiempo que se
desarrollan las biopeliculas; ademas el estudio de los factores que contribuyen a la formacion de
biopeliculas puede ser importante para concebir nuevas soluciones terapéuticas para tratar estas
infecciones. Se ha demostrado que en algunas situaciones clinicas las biopeliculas de E. coli se
encuentran completamente maduras después de 24 h y con una mayor densidad celular a ese
tiempo, igual que en nuestro estudio. Gomes et al. (2015) informaron que E. coli JIM109 formé una
biopelicula madura en superficies de silicona a las 24 h con una densidad celular de 8 células
logaritmicas totales/cm?, siendo mayor que la densidad celular encontrada al mismo tiempo en
nuestro estudio. Por el contrario, Cerqueira et al. (2013) encontraron una densidad celular de 6.9
log UFC/cm? de E. coli cepa 434 adherida a superficies de silicona en presencia de orina artificial
después de 48 h. Esta cantidad de densidad celular se encontro a las 24 h en nuestro estudio, lo que

indica que diferentes cepas de E. coli y el medio en el que se encuentre influyen en el proceso de
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formacion de biopelicula. Por otro lado, Gomes et al. (2015) evaluaron la formacion de biopeliculas
de E. coli en diferentes materiales, obteniendo una mayor densidad celular en superficies de
silicona en comparacion con el vidrio y el cloruro de polivinilo. Esta adhesion bacteriana se
relacion6 con el caracter hidrofébico de las superficies encontrando que a mayor hidrofobicidad
del material mayor adhesion como en el caso de la silicona.

En la Figura 12 se observa la actividad de diferentes dosis de los compuestos fendlicos utilizados
de manera individual contra células de E. coli uropatégena adheridas a catéteres de silicona durante
24 h a 37°C. Los resultados indican que los compuestos fenolicos a determinada concentracion
pueden inhibir la adhesién celular sin afectar considerablemente la viabilidad del indculo
plancténico. Es importante considerar las células plancténicas en el medio, debido a que son éstas
las que van agregandose en el catéter para formar las biopeliculas, por lo que una reduccién en el
indculo resultaria obvia en una reduccion de biopeliculas. El &cido protocateico redujo ligeramente
la densidad celular en la biopelicula adherida a concentraciones de 3.24 a 7.78 mM en comparacion
con la bacteria sin exposicion al tratamiento (Figura 12A). Sin embargo, la adhesion bacteriana se
inhibid por completo a concentraciones superiores a 11.03 mM y esta concentracion no afecté mas
del 35% de viabilidad de células plancténicas por lo que se seleccioné como la CMIB del &cido
protocateico (p < 0.05). Se observaron resultados similares utilizando el acido vanilico (Figura
12B); su CMIB fue de 7.13 mM y solo afect6 el 40% de células planctonicas, mientras que
concentraciones mayores inhibieron las células adheridas al catéter debido a la muerte de las
bacterias en la suspension (p < 0.05). La catequina redujo las células adheridas al catéter en una
manera dosis — dependiente; sin embargo, su CMIB no se pudo determinar a las dosis evaluadas.
Ademas, las células planctonicas ligeramente fueron afectadas por catequina a 68.90 mM,
sugiriendo que este compuesto no tiene efecto bactericida, pero puede reducir la adhesion a las
superficies de silicona. Ademas, se evalud el efecto de la nitrofurantoina sobre la formacion de
biopeliculas de E. coli uropatogena para poder comparar su efectividad con la de los compuestos
fenolicos. El antibiotico a una concentracion de 0.4 mM inhibi6 la formacion de la biopelicula

como consecuencia de la muerte celular plancténica (Figura 12D) (p < 0.05).

79



A) B | 9
B Densidad celular en biopeliculas E
adheridas al catéter 1 sS
E I Densidad celular planctonica en ©
S la suspension L7 ;
© e 5]
o d ho]
g f d 2
© )
k%) L5 0
c
(&)
al -4
3
2
* * * * * * * *
T T T T T T T T 1
Testigp 324 648 778 973 1103 1297 2595 Testigp 297 594 713 892 1011 11.89 2378
Concentracion de acido protocateico (mM) Concentracion de acido vanilico (mM)
a
b a
. b 0 b D) |4
8 -8
1
© -
ERE 78
3 =)
< 61 6 8
S S
‘s 5 N °
5 2
Ao 44 r4 o
(@)
3 1 -3
27 -2
* *
1 - T T 1
Testigo 344 6.89 1378 2756 3445 4134 5512 68.9 Testigo 01 0.2 04 16

Concentracion de catequina (mM) Concentracion de nitrofurantoina (mM)

Figura 12. Efecto de A) Acido protocateico, B) Acido vanilico, C) Catequina y D) Nitrofurantoina
en la densidad celular de biopeliculas de E. coli uropatégena adheridas a catéteres de silicona (Log
UFC/cm?) y células planctonicas (Log CFU/mL) por 24 h a 37°C. Los valores se expresan como
la media + desviacion estandar. Diferentes letras indican diferencia significativa entre los
tratamientos (p < 0.05). *Valores menores del nivel de deteccion (1.3 Log UFC/cm?).

Para determinar si la combinacién de los compuestos fendlicos era mas efectiva que los compuestos
utilizados de manera individual para inhibir la formacién de biopeliculas de E. coli uropatégena,

se elaboraron mezclas con diferentes proporciones de acido protocateico, acido vanilico y
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catequina. El Cuadro 7 muestra el efecto de algunas de las combinaciones evaluadas, aunque solo
tres mezclas fueron efectivas para evitar la adhesidn bacteriana a superficies de silicona sin inhibir
completamente la viabilidad de células planctonicas. De estas tres combinaciones, la combinacion
de 1.62 mM de &cido protocateico + 0.74 mM de acido vanilico + 0.05 mM de catequina mostré
un efecto sinérgico con un valor de Y CIF de 0.25. Con esta combinacion se redujeron las
concentraciones efectivas de cada compuesto de manera individual desde 6.89 veces para el acido
protocateico, 9.63 veces para el acido vanilico y hasta 1398 veces para catequina para reducir la

adhesion E. coli uropatogena.

Cuadro 7. Efecto de la combinacién de compuestos de fendlicos en células plancténicas y
biopeliculas de E. coli uropatégena en superficies de silicona (24 h a 37°C).

Combinacion (mM) Log Log
UFC/cm? UFC/mL
Ac. Ac. Catequina Células Células YCIF  Efectodela
Protocateico  Vanilico adheridas  plancténicas combinacion
0.0 0.0 0.0 596+0.1 8.76x0.01
2.75 1.48 13.78 423+00 859+0.09 0.62 Aditivo
551 1.48 13.78 3.68+0.17 847+0.07 0.87 Aditivo
2.75 3.56 13.78 514+0.04 835+0.05 0.95 Aditivo
5.51 3.56 13.78 235+0.05 3.08+£0.01 120 Indiferente
1.62 0.74 0.05 * 8.78+0.06 0.25 Sinérgico
3.20 2.97 1.72 3.3+0.13 8.71+£0.06 0.74 Aditivo
6.48 2.97 3.44 441+0.06 7.03+0.01 105 Indiferente
1.62 5.94 3.44 * 6.37 £0.02 1.18 Indiferente
3.24 2.97 0.0 595+0.07 886+0.04 0.71 Aditivo
2.75 5.94 0.0 * 7.02+0.03 1.08 Indiferente
6.48 2.97 0.0 335+0.1 802+0.15 0.88 Aditivo
0.0 5.94 3.44 56+0.1 8.14+0.06 1.00 Indiferente

* \alor por debajo de los limites de deteccién (1.3 Log UFC/cm?). Los valores se expresan como la media
+ desviacion estandar.
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Con la finalidad de establecer el efecto de cada compuesto fenolico y su combinacion para reducir
la adhesidn de E. coli uropatogena en superficies de silicona a través del tiempo, se utilizaron dosis
sub-inhibitorias para no afectar la viabilidad celular. En la Figura 13 se muestra el efecto de la
mitad de la CMI de cada compuesto de manera individual y la combinacion sobre la formacién de
biopelicula durante 24 h a 37°C. En todos los tratamientos la bacteria comienza a adherirse a partir
de las 4 h y la carga bacteriana incrementa a través del tiempo alcanzando la densidad maxima a
las 24 h (p < 0.05). La combinacion de los compuestos fenolicos fue mas efectiva para reducir el
desarrollo de la biopelicula en comparacion con los compuestos individuales (p < 0.05).
Comparado con el control, la combinacion redujo 2.03 log CFU/cm? de células adheridas a las 8 h,
1.13 log CFU/cm?a las 12 h y 1.0 log CFU/cm? a las 24 h. Mientras que, de los compuestos
fenolicos de manera individual, el &cido vanilico fue el més efectivo para reducir la formacion de
biopelicula logrando una reduccion de 0.54 log UFC/cm? a las 24 h, seguido de acido protocateico

y catequina que redujeron 0.47 log UFC/cm?.
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Figura 13. Efecto de concentraciones sub-inhibitorias de compuestos fendlicos de manera
individual y en combinacion (1.62 mM acido protocateico + 0.74 mM é&cido vanilico + 0.05 mM

catequina) sobre la densidad celular de E. coli uropatégena durante la formacion de biopeliculas
en superficies de silicona incubadas a 37°C durante 24 h.
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Mediante microscopia por contraste de fase se observo la capacidad de los agentes antibacterianos
utilizados de manera individual y en combinacién para inhibir la adhesion de E. coli uropatogena
en superficies de poliestireno (Figura 14). Las biopeliculas sin exposicion a los compuestos
fendlicos mostraron una mayor densidad celular a las 2 h'y 24 h de incubacion observado mediante
una mayor aglomeracion de colorante comparado con el resto de los tratamientos. Ademas, las
biopeliculas de la bacteria testigo parecen méas densas con una forma de estructura tipo red (Figura
14A). Por su parte, los compuestos fendlicos causaron una posible alteracién de la compleja
disposicion espacial de las biopeliculas, tal como se puede observar con la pérdida de la estructura
tipo red y una menor tincion de la biomasa. En las biopeliculas formadas con la exposicion de la
combinacion de los compuestos fenolicos se observo la menor densidad celular (Figura 14B);
mientras que, de los compuestos individuales, los acidos fenolicos presentaron menor tincion de

biomasa seguido del flavonoide (Figura 14C-E).

Figura 14. Imagenes de microscopia optica de biopeliculas de E. coli uropatogena sin tratar (A) y
expuestas a la combinacién (1.62 mM AP + 0.74 mM AV + 0.05 mM Cat) (B), acido protocateico
(AP, 6.5 mM) (C), acido vanilico (AV, 6 mM) (D) y catequina (Cat, 7 mM) (E) en superficies de
poliestireno incubadas a 37°C durante 2 y 24 h. Las biopeliculas se tifieron con cristal violeta y se
observo una morfologia con un aumento de 600x en un microscopio Axio-Vert (Carl Zeiss).
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Las SPE forman parte de la arquitectura y estructura de las biopeliculas bacterianas y favorecen la
resistencia frente a antimicrobianos. En este sentido, se evalud el efecto de los compuestos
fendlicos de manera individual y en combinacion sobre el contenido de las SPE de biopeliculas de
E. coli uropatdgena formadas durante 24 h a 37°C (Figura 15). Las biopeliculas testigo presentaron
una composicion de 8.14 ug EG/cm? de carbohidratos y 6.36 ug EA/cm? de proteinas, observando
una cantidad similar entre ambos componentes. Los compuestos fendlicos redujeron el contenido
de SPE (p < 0.05), siendo la combinacion la que produjo la mayor reduccion en el contenido de
proteinas (2.34 ug de EA/cm?) y carbohidratos (1.92 pg de GE/cm?) comparado con la bacteria
testigo y los compuestos individuales (p < 0.05). Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas entre el efecto de los compuestos fendlicos de manera individual; sin embargo, el
efecto del acido vanilico se obtuvo utilizando dosis mas bajas en comparacion con los otros

compuestos.
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Figura 15. Contenido de sustancias poliméricas extracelulares en biopeliculas de E. coli
uropatdgena expuestas al acido protocateico (PA), acido vanilico (VA), catequina (Cat) y su
combinacion (1.62 mM (PA), 0.74 mM (VA) y 0.05 mM (Cat)) a 37°C durante 24 h. Los valores
se expresan como la media + desviacion estandar. Diferentes letras minudsculas significan una
diferencia significativa en el contenido de carbohidratos y diferentes letras mayusculas significan
una diferencia significativa en el contenido de proteinas entre tratamientos (p < 0.05).
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El sistema de comunicacion intercelular regula importantes procesos bacterianos como la
formacion de biopeliculas. En este sentido, se evalud la interferencia que causan los compuestos
fendlicos con el sistema de comunicacion intercelular de una bacteria modelo biosensora, la cual
produce bioluminiscencia en funcion de la presencia de Al-2 de otra bacteria. Estos resultados
pueden ser asociados con la reduccion en la formacion de biopeliculas de E. coli uropatégena. En
este ensayo se muestra de manera indirecta la reduccion de la concentracién de Al-2 extracelular
en el sobrenadante de los cultivos de E. coli uropatdgena expuesta a concentraciones sub-
inhibitorias de los compuestos fendlicos individuales y en combinacion. En la Figura 16 se muestra
la induccion de bioluminiscencia de V. harveyi BB70 ocasionada por la bacteria testigo; se observa
un incremento de la bioluminiscencia a través de 7 h de incubacion, obteniendo el maximo al
finalizar este tiempo. Los compuestos fenolicos individuales a la mitad de la CMI disminuyeron la
induccion de bioluminiscencia de V. harveyi BB170 en comparacion con la bacteria testigo. Los
acidos protocateico y vanilico mostraron un comportamiento similar con una reduccion promedio
a través del tiempo de 13 y 12%, respectivamente en comparacion con la bacteria testigo; mientras
que la catequina mostrd la mayor reduccién con un 23%. Por su parte, la combinacion de los
compuestos fendlicos fue mas efectiva que el acido vanilico y el &cido protocateico, mostrando una
reduccion de la induccion de la luminiscencia del 21%.

Se ha sugerido que los compuestos fenolicos pueden afectar diferentes puntos dentro del proceso
de formacion de biopeliculas. De acuerdo con nuestros resultados, la formacion de biopeliculas de
las bacterias expuestas a los compuestos fendlicos individuales y en combinacion pudo verse
afectada por la reduccion en motilidad impidiendo que la bacteria llegara a los catéteres de silicona
y por los cambios superficiales demostrados por la disminucién en la carga superficial y el aumento
en la energia superficial de la bacteria. Debido a que los cambios superficiales de la bacteria
interfieren en el proceso de adhesion se correlacionaron los valores obtenidos en estos ensayos con
los resultados de la adhesion. Con respecto a la energia superficial, se ha asociado que superficies
bacterianas menos hidrofilicas tienden a adherirse mas en superficies hidrofébicas como en el
catéter de silicona. Se encontrd una correlacion negativa (r = -0.89, p = 0.0394), observando que a
menor energia superficial (31.45 mJ/m?) se presenta una mayor adhesion bacteriana (6.99 Log
CFU/cm?) como lo muestran los resultados de la bacteria testigo. Mientras que con la mezcla
fendlica se observo una mayor energia superficial (48.40 mJ/m?) y menor adhesion bacteriana (5.96

Log CFU/cm?) a los fragmentos de silicona después de 24 h.
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Figura 16. Induccién de bioluminiscencia de V. harveyii 170 por E. coli uropatégena expuesta y no
a los compuestos fendlicos individuales y en combinacién por 24 h a 37 °C. AP= acido
protocateico, AV= acido vanilico, Cat= catequina.

En un estudio se demostré que los acidos fenodlicos, galico, ferulico, cafeico y clorogénico
impidieron la adhesion de bacterias Gram-negativas atribuido a un aumento en la hidrofobicidad
superficial y disminucion del potencial de adhesion de la bacteria (Borges et al., 2012; Gupta et al.,
2016; Wojnicz et al., 2012a). Gupta et al. (2016) evaluaron diferentes fracciones de jugo de
arandano incluyendo proantocianidinas, antocianinas y flavonoles sobre la adhesion de la cepa
bacteriana patégena E. coli B78. La microscopia de fuerza atdmica (AFM) mostré una disminucion
significativa en las fuerzas de adhesion entre la superficie bacteriana y la punta de nitruro de
silicona de la sonda del AFM después del tratamiento con fracciones de arandano. Este efecto
podria atribuirse a la posible alteracién de la estructura y funcion de las fimbrias.

La formacion de biopeliculas puede verse disminuida por la reduccién del contenido de SPE tanto
en proteinas y carbohidratos que afectan la adhesion y la estructura de la biopelicula. En este
sentido, se correlaciond el contenido de proteinas y carbohidratos de la matriz de SPE con los

resultados de adhesion en silicona a las 24 h. Se encontrd una correlacion positiva y fuerte entre
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estos factores (r = 0,92, p = 0,0182), lo que pudiera indicar que una menor densidad celular en las
biopeliculas esta relacionada con la disminucidon en el contenido de SPE. Los compuestos fenolicos
fueron efectivos para reducir el contenido de SPE, y disminuir la adhesién a las superficies de
silicona, asi como alterar la arquitectura de las biopeliculas de E. coli uropatdgena analizadas por
microscopia. ElI mecanismo exacto por el cual los compuestos fendlicos podrian disminuir la
produccion de SPE no esta bien establecido; sin embargo, se ha propuesto una interferencia en el
sistema de deteccion de quérum, regulacion a la baja de la expresion génica relacionada con la
produccion de fimbrias, celulosa, flagelos u otros componentes o mediante una interaccion directa
con las enzimas responsables de la sintesis de esos componentes (Kim et al., 2017; Packiavathy et
al., 2014; Serra et al., 2016).

En un estudio se relaciono el efecto inhibitorio del acido galico en la sintesis de SPE con la
reduccion de la formacion de biopeliculas de E. coli (Kang et al., 2018). El acido géalico a una
concentracion de 2 mg/mL inhibié completamente la formacion de biopeliculas y mediante tincion
cuantitativa con cristal violeta y analisis de microscopia electronica de barrido ambiental, se indico
que el efecto inhibitorio ocurrié de manera dosis-dependiente. Lo interesante de este estudio fue
que el &cido galico disminuyo el contenido de lipopolisacaridos, proteinas y acidos nucleicos
presentes en la biopelicula bacteriana. Los autores estudiaron como uno de los posibles
mecanismos la reduccion de genes implicados en la sintesis de SPE. El acido galico a dosis sub-
inhibitorias (0.25 - 2 mg/mL) redujo la expresién de los genes pgaABC involucrados en la sintesis
del polisacarido PGA que juega un papel importante en la formacion de biopeliculas y es uno de
los principales componentes de la matriz de SPE (Kang et al., 2018). Por otro lado, derivados de
catequina como el galato de epigalocatequina puede eliminar la matriz de biopeliculas de E. coli al
interferir con el ensamblaje de las subunidades curli en fibras amiloides y biosintesis de celulosa,
y al reducir la expresion de CsgD, un activador crucial de curli y celulosa (Serra et al., 2016).

Por otro lado, también se ha sugerido que la formacion de biopeliculas puede ser afectado por la
interferencia en la comunicacién intercelular bacteriana. E. coli modula la expresion de algunos
genes de virulencia y formacion de biopeliculas a través de la via de sefializacién de Al-2 para la
comunicacion entre especies (Cloak et al., 2002). En un estudio se demostrd que la concentracion
extracelular de Al-2 se redujo significativamente un 6.9% cuando E. coli O157:H7 se suplementd
con 100 pg/mL de epigalocatequina galato comparado con la bacteria testigo; mientras que a

concentraciones menores los niveles de Al-2 se redujeron del 13 al 40% (Lee et al., 2009). Ademas,
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los niveles de transcripcion en los genes gseB y gseC (Quorum sensing E. coli regulator) también
se redujeron a 40.5% en ambos casos en presencia del flavonoide, lo que afectd la transcripcién
del gen flhD involucrado en el ensamblaje de flagelos y motilidad. Estos resultados indicaron que
epigalocatequina galato afectan los cambios fenotipicos de E. coli como la produccion de
exopolisacaridos y la motilidad debido a la inhibicion de la comunicacién intercelular (Lee et al.,
2009). Uno de los posibles modos de accion de los compuestos fenolicos para interrumpir el
sistema de comunicacion intercelular puede ser una inhibicion competitiva o union alostérica con
la molécula productora o receptora de los compuestos sefial como las Al-2 (Castillo et al., 2015)
En nuestro estudio se observo que el acido vanilico en una concentracion mas baja que los otros
dos compuestos mostré una mayor reduccion de las células adheridas, asi como una mayor ruptura
en la estructura de la red de la biopelicula, como se observo en las micrografias. Asimismo, se
encontro que este compuesto era mas efectivo que los otros dos para reducir la motilidad y el
contenido de SPE, los cuales favorecen el proceso de adhesion y, por lo tanto, justificarian su mayor
efectividad para reducir la adhesion de E. coli uropatogena. La posible actividad de relacion de
estructura de este compuesto podria atribuirse a la presencia del grupo metoxi que aumento el
carécter lipofilico, mientras que los otros compuestos no tenian este grupo funcional. Se ha
establecido que la actividad antibacteriana se vio favorecida por un mayor grado de hidrofobicidad
de los compuestos, ya que promovio la interaccion con la membrana, flagelos, fimbrias y otras
estructuras (Wu et al., 2013). El &cido vanilico tiene un LogP de 1.43 que es mas alto que el LogP
de los otros compuestos, lo que indica un mayor grado de hidrofobicidad que podria permitir que
este acido fendlico sea mas efectivo en estas variables.

De manera similar, se estudio el potencial anti-biopeliculas de los &cidos gélico, cafeico y
clorogénico para dilucidar su mecanismo de accién contra S. aureus (Luis et al., 2014). El efecto
de los acidos cafeico y clorogénico a 4 mg/mL (reducciéon del 80%) en la produccién de
biopeliculas fue mas evidente que el efecto del acido galico en una concentracion similar
(reduccion del 40%). Ademas, los autores informaron un posible mecanismo diferente para cada
compuesto fendlico, el acido cafeico podria interferir con la estabilidad de la membrana y la
actividad metabolica de S. aureus debido a las propiedades més lipofilicas comparadas con las del
acido galico. Del mismo modo, Baptista et al. (2018) informaron que el 2-etoxifenol fue mas

efectivo al reducir la formacion de biopeliculas en comparacion con el catecol, el resveratrol y el
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guayacol, que tienen estructuras similares, debido a la cadena lateral de hidrocarburo y a un mayor
caracter lipofilico (LogP 1.86).

Otro hecho interesante es que la nitrofurantoina no parecio afectar ningin mecanismo de adhesion,
sino que atacd la viabilidad de las células planctonicas. Esto podria atribuirse a su modo de accion
ya que no interfiere con la motilidad, la adhesion o la comunicacion celular, que son factores que
influyen en el desarrollo de biopeliculas (Munoz-Davila, 2014). Sin embargo, el mecanismo de
accion de la nitrofurantoina es complejo y parece estar causado por la produccion de nitrofuranos
(intermedios reactivos) que pueden dafiar las proteinas ribosomicas, el ADN y otras
macromoléculas (Konar et al., 2016). Por esta raz6n, es importante considerar agentes
antibacterianos alternativos a este antibiotico. Ademas, como se observo anteriormente, la adhesion
celular y la formacion de biopeliculas de E. coli uropatdgena en los catéteres tardaron poco tiempo
(4 h) y la nitrofurantoina solo afectd a las células planctonicas por lo que su administracion deberia
ocurrir antes de que se produzca la adhesién celular.

El sinergismo antibacteriano observado en la combinacién de compuestos fenolicos podria
atribuirse a diferentes mecanismos antibacterianos para inhibir la formacion de biopeliculas. Un
posible mecanismo sinérgico propuesto en nuestro estudio es que la catequina interfiere con la capa
lipidica de la membrana bacteriana, afectando su integridad o funcionalidad estructural. El &cido
protocateico causa cambios superficiales de la bacteria afectando su adhesién, mientras que el acido
vanilico afecta la motilidad de la bacteria y por lo tanto evita que llegue a la superficie para formar
las biopeliculas. La accién simultanea de estos mecanismos podria ser responsable del efecto
antibacteriano sinérgico observado que inhibe la densidad celular en la formacion de biopeliculas
(Figura 17).

Estudios previos han reportado la efectividad de la combinacion de compuestos fendlicos y con
antibidticos para inhibir la formacion de biopeliculas bacterianas. Por ejemplo, Rodriguez-Pérez et
al. (2016) reportaron el efecto de 25 fracciones de un extracto de arandano sobre la formacion de
biopeliculas de E. coli uropatdgena. Los resultados demostraron que el extracto completo presentd
mayor actividad que las fracciones debido a la suma de acciones de todos los componentes.
Ademas, se observo que la fraccion que contenia miricetina y quercetina en combinacion fue la
mas efectiva para disminuir la formacion de biopelicula de la bacteria en comparacion con el
control y con las fracciones individuales de estos compuestos. Por otro lado, la combinacion de

miricetina y quercetina redujo la hidrofobicidad de la bacteria, posiblemente debido a interacciones
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con las estructuras proteicas superficiales de la membrana y se observo que esta combinacion fue
mas efectiva que las otras facciones. Este estudio demuestra que la combinacion de compuestos
fendlicos es una buena estrategia para aumentar la efectividad de los compuestos en comparacion

con su uso individual.
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Inhibicion de formacion de biopeliculas por compuestos fenolicos
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CONCLUSIONES

La combinacién de acido protocateico, acido vanilico y catequina mostr6 un efecto
sinérgico en la inhibicion del crecimiento de células plancténicas, la formacion de biopeliculas y
la erradicacion de E. coli uropatégena en las superficies de silicona. La accion sinérgica de la
combinacion para inhibir la formacion de biopeliculas puede deberse a diferentes contribuciones
de cada compuesto; el &cido vanilico inhibié la motilidad de las bacterias, el &cido protocateico
afectd la carga superficial y la energia superficial, el &cido vanilico redujo el contenido de proteinas
y carbohidratos en la matriz de las biopeliculas, y la catequina afectd la permeabilidad de las células

de la membrana e interfirié con la comunicacion intercelular de la bacteria.



RECOMENDACIONES

Para futuros estudios y seguir contribuyendo al conocimiento se sugiere profundizar en los
mecanismos de los compuestos fenolicos durante la combinacidon sinérgica mediante la evaluacion
de la expresion de genes relacionados con motilidad, sintesis de flagelos y pilis como curli y fimbria
tipo 1 y comunicacion intercelular como sdiA y luxS. Ademas, seria interesante evaluar la
interaccion de los compuestos fendlicos con proteinas clave para el desarrollo de biopeliculas de
E. coli uropatdgena tales como CsgD, FimH, FIliC, LuxS, entre otros.

También, se sugiere realizar combinaciones de los compuestos fendlicos con antibidticos
comunmente utilizados para el tratamiento de infecciones en vias urinarias.
Para una futura aplicacion, se sugiere evaluar el efecto de los compuestos fenolicos sobre la

adhesion bacteriana en células epiteliales de vejiga o en sistemas in vivo con animales.
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