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RESUMEN

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad autosomica recesiva producida por
mutaciones en el gen que codifica un canal para iones cloruro, el CFTR. La principal
complicacion a la que se enfrentan las personas que padecen FQ es el dafio pulmonar crénico
y progresivo causado principalmente por el patégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa. En
esta tesis, se estudiaron compuestos provenientes de fuentes naturales con el objetivo de
establecer si alguno de ellos poseia actividad antimicrobiana sobre P. aeruginosa PAO1 y/o
anti-inflamatoria en modelos in vitro e in vivo. En una etapa preliminar, se empled un extracto
acuoso (RACU) y otro etandlico (RETOH) obtenidos a partir de hojas frescas de romero, y
posteriormente se evaluaron sus compuestos mayoritarios: el acido rosmarinico (RA), el acido
carnosico (CA) y el carnosol (CS). De todos, el CA, disminuyd el crecimiento de P. aeruginosa
de manera dosis dependiente, potencié la actividad del antibiético tobramicina, redujo la
adhesién bacteriana a placas de poliestireno, e interfiri6 con la motilidad a concentraciones
subinhibitorias. Mediante el uso de la cepa sensora de acil homoserina lactonas (AHLs), C.
violaceum CV026,se observo que el CA afecté la producciéon de las AHLs C4-AHL, C6-AHL,
C8-AHL y C12-AHL, responsables de la activacién de genes reguladores del sistema quorum
sensing (QS). En los ensayos de inflamacién, tanto CA como el CS presentaron una importante
actividad anti-inflamatoria tépica en modelos de ratén, corroborandose este efecto por estudios
histopatolégicos, y demostrandose por primera vez que el CA y el CS decrecen
significantemente la expresion de IL-13 y TNF-a, e inhiben completamente la expresion de
COX-2. Otro compuesto estudiado fue el xilitol debido a que es empleado en la prevencion de
patologias relacionadas con la colonizacién bacteriana en las fauces y vias aéreas superiores,
se hipotetizé sobre la posibilidad de que se pueda emplear para inhibir el crecimiento de P.
aeruginosa. Los resultados revelaron efectos pleiotropicos del xilitol sobre los genes
controlados por QS tanto en la produccion de elastasa, piocianina, los movimientos de
swarming, twitching y la formacién de biofilm, sugiriendo que la produccion de AHLs se
encontraba afectada. El empleo de los plasmidos pME3853 (lasl::LacZ) y pME3846 (rhll::LacZ)
en PAO1, permitieron demostrar la disminucién de la produccion de AHLs en presencia del
xilitol. Por otra parte el cultivo de PAO1 crecido durante toda la noche en presencia de xilitol, se
adhirié menos a las células epiteliales bronquiales Calu-3 crecidas en monocapa, disminuyendo
el dafio oxidativo producido por el proceso inflamatorio y la liberacion de IL-8 por parte del
epitelio bronquial comparado con el control (crecido sin xilitol).

En conclusion, esta tesis presenta evidencias sobre el potencial uso de compuestos
bioactivos provenientes de plantas en la inhibicion del crecimiento de microorganismos de dificil

erradicacion y los posibles mecanismos involucrados.

Palabras Claves: Fibrosis Quistica, Pseudomonas aeruginosa, extracto de romero, acido

carnésico, acido rosmarinico, carnosol, xilitol, quorum sensing.



ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by mutations in the gene
encoding the CFTR chloride channel. The main complication for people with CF is chronic and
progressive lung damage caused mainly by the opportunistic pathogen, P. aeruginosa. In this
thesis, natural compounds were studied in order to determine if these, had antimicrobial activity
on P. aeruginosa PAO1 and/or anti-inflammatory activity in vitro and in vivo models. In the first
stage, an aqueous (RACU) and ethanolic (RETOH) extracts, from fresh leaves of rosemary, and
its main constituents such as rosmarinic acid (RA), carnosic acid (CA) and carnosol (CS) were
studied. From these compounds, CA, not only reduced the growth of P. aeruginosa in a dose-
dependent manner, but also enhanced the activity of tobramycin antibiotic. Also decreased
adhesion on polystyrene plates, and interfered with bacterial motility at subinhibitory
concentrations. However, the production of AHLs (C4-AHLs, C6-AHL, C8-C12-AHLs) molecules
responsible for the activation of genes regulating system quorum sensing (QS), were increased
by CA, when C. violaceum CV026 was employed. In inflammatory test, both CA and CS had
higher topical anti-inflammatory activity in mouse models, being corroborated by
histopathological studies and demonstrating for the first time that CA and CS decreased
significantly, the expression of IL-13 and TNF-a, and a complete inhibition of COX-2 expression.
Subsequently, xylitol other natural component employed in the prevention of pathologies related
to bacterial colonization of fauces and upper airways was studied. This compound showed
pleiotropics effects on genes controlled by QS, such as elastase, pyocyanin, swarming,
twitching and biofilm, suggesting that the production of AHLs were affected. To confirm this
point, pME3853 (lasl::LacZ) and pME3846 (rhll::lacZ) plasmids were employed in PAO1,
confirming that AHLs expression were decreased. In vitro, the growing of PAO1 with xylitol,
reduced the adhesion of the bacteria on bronchial epithelial Calu-3 cells, also reduced the
oxidative damage and decreased significantly the IL-8 release by bronchial epithelium.

In conclusion, the plant kingdom offers a large number of components and bioactive
compounds with its potential use against microorganisms where their eradication is difficult to

control.

Keywords: Cystic fibrosis, Pseudomonas aeruginosa, rosemary extract, carnosic acid,

rosmarinic acid, carnosol, xylitol, quorum sensing.



ABREVIATURAS

% porcentaje

°C grados Celsius

ACN acetonitrilo

ADN acido desoxirribonucleico

ADNc acido desoxirribonucleico copia

AHL acil homoserin lactona

AMPc adenosina monofosfato ciclico

ANOVA andlisis de varianza

ARNm acido ribonucleico mensajero

ATP adenosina trifosfato

CA acido carnésico

CFTR regulador de la conductancia de transmembrana de la Fibrosis Quistica
CIM concentracion inhibitoria minima

Cl- ién cloruro

CcOo2 diéxido de carbono

COX-1 cicloxigenasa 1

COX-2 cicloxigenasa 2

Cs carnosol

CTCF fluorescencia celular total corregida

D.O. densidad 6ptica

DMEM medio de cultivo Dulbeco

DMSO dimetil sulféxido

DNasa rh desoxirribonucleasasa recombinante humana
EDTA acido etilen diamino tetraacético

et al. et alia

EtOH etanol

FQ fibrosis quistica

G3PDH gliceraldehido-3-fosfato

h hora

H,DCFDA diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
HPLC cromatografia Liquida de Alta Presién, "High pressure liquid chromatography"
ICAM-1 molécula de adhesion intercelular 1

IL-1B interleuquina 13

IL-8 interleuquina 8

LB Luria-Bertani

ug microgramo

mg milligramo

min minutos



ul microlitro

ml mililitro

um micrometro

mm milimetro

mM millimolar

MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboxymetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio
nm nanometro

NOS oxido nitrico sintetasa

ONPG orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosida

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PMA forbol 13-acetato 12-miristato

PMS metosulfato de fenazina

Qs quorum sensing

RA acido rosmarinico

RACU extracto acuoso de romero

RETOH extracto etandlico de romero

RNS especies reactivas del nitrégeno “reactive nitrogen species”
ROS especies reactivas del oxigeno “reactive oxygen species”
RT-PCR RT-PCR transcripcion reversa seguida de PCR

TLC Cromatografia en capa delgada, "Thin layer chromatography"
TNF-a tumor de necrosis tumoral alfa

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p—38-galactopiranosido

Xy xilitol
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1. FIBROSIS QUISTICA. PERSPECTIVA DE LA ENFERMEDAD

La Fibrosis Quistica (FQ) es la enfermedad de transmision autosémica recesiva mas
frecuente y severa en la poblacion americana de origen europeo (caucasica), y es la causa
mas importante de enfermedad pulmonar crénica y de insuficiencia pancreatica exocrina en las
tres primeras décadas de vida. Se estima que 1 de cada 3200 nacidos vivos padece esta
enfermedad (CFW 2002, WHO 2012) variando la incidencia en los diferentes grupos étnicos,
por ejemplo en los afro-americanos es mucho menos frecuente, s6lo 1 de cada 15.300 nacidos
vivos son diagnosticados con FQ(Hamosh et al 1998). También se ha reportado casos en
poblaciones indigenas americanas y asiaticos, pero con muy baja incidencia (1 en 90.000
nacidos vivos) (Grebe et al 1992, Powers et al 1996). Segun los datos aportados por las
asociaciones de FQ de Argentina, en nuestro pais nacen alrededor de 300 a 400 nifios por afio
con ésta afeccion, y sdlo el 5% es detectado precozmente (www.fipan.org.ar).

El origen de la FQ se debe a mutaciones en el gen CFTR (siglas de “Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator”). El mismo fue aislado por Riordan en el afio 1989
(Riordan et al, 1989) por clonado posicional localizandolo en el brazo largo del cromosoma 7
(7931). El gen contiene 27 exones que cubren una region de 250 kilobases (Kb) y codifican un
ARN mensajero maduro (ARNm) de 6,5 Kb (Rommens et al 1989).

La proteina codificada por el gen CFTR funciona como canal de transporte de iones Cl" a
través de la membrana apical de células epiteliales, principalmente del pancreas, glandulas
salivares, glandulas sudoriparas, pulmon y tractos gastrointestinal y genitourinario (Figura 1.1)
(Bradbury 1999). La actividad de transporte de CI” por el CFTR es regulada por AMP ciclico
(AMPc) (Anderson et al 1991), principal caracteristica que lo diferencia de otros canales de CI".
Por lo tanto, la deficiencia en la funcion del CFTR, da como resultado la regulaciéon anormal de
los electrolitos y el desequilibrio de la composicion de los fluidos que rodean los tejidos
(Quinton 1983).

Extracelular cr

Membrana Plasmatica

ADP +Pi ATP  ADP +Pi
v
cr Intracelular

Figura 1.1. Modelo del CFTR. La proteina se compone de dos regiones transmembrana de 6tramos cada
uno, conectados a un factor de union nuclear que se une ATP (NBD). Entre estas dos unidades existe un
dominio R que se compone de muchos aminoacidos cargados. El R-dominio es una caracteristica unica
de CFTR dentro de la superfamilia ABC.
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1.1.  ASPECTOS CLINICOS DE LA FQ

La principal complicacioén a la que se enfrentan las personas que padecen FQ es el dafio
pulmonar crénico y progresivo, a pesar de que otros érganos y todas las glandulas de
secrecion exocrina se encuentran afectados en mayor o menor grado. Aproximadamente el
90% de los pacientes con FQ presentan insuficiencia pancreatica exocrina (Zielenski 2000) y
entre el 10 y el 20 % de los recién nacidos presentan ileo meconial, causado por un tapén

espeso de mucus que obstruye el colon (Eggermont 1996).

1.1.1. Fisiopatologia y manifestaciones clinicas de la enfermedad

El defecto o ausencia de la proteina CFTR lleva a la producciéon de secreciones alteradas
de iones y de mucus, que generan la obstruccién del tracto respiratorio, los conductos
pancreaticos, los conductos hepatobiliares, el lumen intestinal y los vasos deferentes (Leigh
1999 ), pero la morbilidad y la mortalidad estan relacionadas principalmente con la enfermedad
de las vias respiratorias (Gibson et al 2003).

La enfermedad no sigue el mismo patron en todos los pacientes, sino que afecta a los
portadores de las distintas mutaciones en grado y formas diferentes. Asi, en la mayoria de los
casos no existe una correlacion significativa entre el tipo de mutacién que afecta al CFTR
(genotipo) y el grado de severidad de la enfermedad (fenotipo) (Collins 1992, Welsh & Smith
1993). Es por ello que todavia no es posible realizar una prediccion fiable de la evolucion
clinica del paciente segun el genotipo ya que existe una enorme variabilidad en la magnitud de
la enfermedad pulmonar dentro de genotipos similares (Welsh & Smith 1995).

Hay numerosos factores que pueden modificar las manifestaciones clinicas,
principalmente aquellos vinculados al dafio pulmonar. Estos incluyen factores genéticos
distintos al CFTR como los genes modificadores diferencias en el tratamiento clinico, influencia
del medio ambiente y adquisicion de infecciones, particularmente las originadas por virus y
bacterias(Welsh et al 1995). Por otra parte, se presenta la dificultad de detectar clinicamente al
paciente debido a que los heterocigotos para FQ no presentan sintomas clinicos facilmente
reconocibles (Noone & Knowles 2001), por lo que una sola copia del CFTR salvaje pareceria

ser suficiente para restaurar el transporte normal de cloruro.

La expectativa de vida de los pacientes con FQ esta determinada en gran medida, por la
progresion del dafio pulmonar, que representa la causa de mas del 90 % de los casos letales.
En 2006, las personas con FQ tenian una edad media de supervivencia prevista de 37 afos, lo
que representa un aumento de 10 anos mas que en la década del ‘80. Este incremento en la
supervivencia media es atribuible a los avances en el tratamiento de la enfermedad

gastrointestinal y pulmonar (CFF 2011).
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1.1.2. Infecciones e inflamacién pulmonar

En la FQ, la actividad mucociliar es defectuosa y el mucus mas viscoso que lo normal.
Esta condicién hace que las vias respiratorias sean incapaces de eliminar eficientemente las
bacterias (Koch & Hoiby 1993). Esta aun en discusion si el aumento de viscosidad del mucus
se debe a una mayor acumulacion de éste por la sobreproducciéon de mucinas (Gonzalez-
Guerrico et al 2002), por una mayor deshidratacion del mismo (Potter et al 1967), o a ambas
causas. Algunos datos sugieren que debido a la escases de liquido presente en la superficie de
las vias respiratorias en los pacientes con FQ trae como consecuencia una importante
disminucién en la actividad de sustancias antibacterianas enddégenas, como por ejemplo -

defensinas y lisozimas (Figura 1.2.)(Goldman et al 1997).

Epitelio Epitelio
CFTR CFTR
Normal GAGS m alterado
Liquido Chemokinas,
Periciliar factores de creC|m|ento = o
(PCL) {(({(((( (((((((( ////‘ ;/// / ////.:‘L,' FI’_eI?il::Iiﬁgr
HomeostaS|s (PCL)

deplecién

“Clearence” del NS Neutrofilos «2® : ; Mucus excesivo,
~ 1 bo , inflamacion,
mucus o~ = Elastasa m 2 hi |asi
= ‘ 2o B, iperplasia de
Granulo de mucuse P i T %’ células caliciformes
) ! , B0
kQ proveniente de células
ciliadas

Figura 1.2.El saldo dela secrecion de Cla través delos canales de proteinas CFTR y la reabsorcion de
sodio a través delos canales de Na" epiteliales, mantiene el volumen normal de liquido de la superficie de
las vias respiratorias, permitiendo a los cilios que recubren las vias respiratorias moverse libremente
eliminando el moco de manera eficiente (Izquierda). En la via respiratoria, la ausencia o disfuncion de los
canales de proteina CFTR interrumpe la secrecion de NaCl y se absorbe debido a la pérdida dela
regulacion de proteinas CFTR. El efecto neto es la deshidratacién del liquido superficial de las vias
respiratorias, dando como resultado un moco pegajoso permitiendo a las bacterias permanecer retenidas
alli. Esto da como resultado infecciones pulmonares crénicas, inflamacién y deterioro de las funciones

pulmonar de manera progresiva (Derecha). Imagen modificada obtenida de (Frizzell, 2004)
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Durante el curso de la enfermedad pulmonar se desarrolla una obstruccién cronica, que
se caracteriza por una progresion lenta que va desde la bronquiectasia (dilatacion patologica
de los bronquios o bronquiolos por acumulacion de secreciones) hasta la muerte por paro
cardiorrespiratorio. La complicacién asociada al cuadro clinico, son las infecciones recurrentes
con distintos patégenos, principalmente Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
siendo este ultimo el mas importante, pues su deteccién se asocia al deterioro pulmonar
irreversible (Guggino 1999).

P. aeruginosa coloniza las vias respiratorias inferiores, primero intermitentemente y
después de forma crénica, observandose con el transcurso del tiempo un cambio en el
morfotipo de la misma. En infecciones tempranas predomina el morfotipo clasico, mientras que
en las infecciones crénicas se encuentra un morfotipo denominado “mucoide”, debido a la
biosintesis y secrecion de grandes cantidades del polisacarido alginato por parte de estas
cepas. Cabe destacar que todas las cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con FQ
pueden producir alginato, aun las consideradas no mucoides. Esto sugiere que el
microambiente del pulmén de un paciente con FQ presenta factores que estimulan la expresion
del fenotipo mucoide (Gilligan 1991). Junto con el alginato, otros dos exopolisacarisos, el Psl y
Pel, contribuyen en distintas etapas a la formacion de una matriz conocida como biofilm, que
otorga mayor resistencia a las bacterias frente alos anticuerpos y/o antibiéticos, favoreciendo
asi la persistencia de la infeccion(Ghafoor, 2011). El mecanismo exacto de por qué falla el
sistema inmune en la remociéon de los microorganismos en la FQ no esta claro, pero se cree
que pueden por una falla generalizada de los mecanismos de defensa innata (Pier 2000) o de
defensa adquirida (Krauss et al 1992, Moss et al 2000), a causa del transporte ineficiente de CI’

Se sabe que la infeccion bacteriana en el pulmén estimula la respuesta inflamatoria
desencadenando un circulo vicioso. Por un lado P. aeruginosa comienza a producir poderosos
quimioatractantes de neutréfilos, lo que permite su infiltracion en el pulmén en forma
persistente y por otra parte, los neutréfilos se autoactivan liberando mas quimioatractantes,
como leucotrieno B4 (LB4), que sostienen la infiltracién neutrofilica. A su vez la secrecion de
IL-8 desde las células epiteliales esta estimulada por la accién de la elastasa liberada por los
neutrofilos. Este reclutamiento masivo de neutrdéfilos no es efectivo para eliminar las bacterias,
sino que da origen a un dafio considerable al pulmén (DiMango et al 1998, DiMango et al
1995,Kim et al 1989).

Segun estudios realizados en muestras de fluido bronqueo-alveolar de nifos
asintomaticos, el aumento de IL-8 parece ser una caracteristica temprana de la enfermedad en
las vias aéreas (Armstrong, 1995;Cantin AM, 2006;Khan, 1995). Se observé que las células
epiteliales son una importante fuente de IL-8 en FQ, observandose una regulacién positiva para
la expresion de esta citoquina durante la infeccion. Por otro lado, se hallé que la expresién de
IL-10, citoquina con caracteristica anti-inflamatoria, se encuentra disminuida. También se ha
encontrado aumentada la concentracién de otras citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1
e IL-6 en el fluido de lavados bronqueo-alveolares de las vias aéreas de pacientes con FQ
(Bonfield et al 1995a, Bonfield et al 1995b).
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1.2 TERAPIAS EXISTENTES PARA FQ

La FQ permanece incurable y los tratamientos empleados en la actualidad tienen como
objetivo aliviar los sintomas o desacelerar el proceso de deterioro, a fin de mejorar la calidad de
vida del paciente. Debido a que en FQ la principal causa de enfermedad y mortalidad se debe a
la enfermedad pulmonar, los tratamientos estan enfocados en reducir el dafo en las vias
respiratorias. Los distintos tipos de terapias se ajustan a las necesidades de cada paciente y
combinan el uso de antibiéticos y antiinflamatorios, en conjunto con diferentes estrategias para

eliminar el mucus espeso de los pulmones.

1.2.1. Despeje de las vias respiratorias (“Airway clearence”)

Una vez establecida la infeccion e inflamacion, aumenta la viscosidad en las vias aéreas
debido a las altas concentraciones de ADN liberado por las células inflamatorias. Se suma a
esto una mayor deshidratacion de la capa de liquido luminal y el posible aumento en la
secrecion de mucus. Como consecuencia, se reduce el despeje de las vias aéreas, lo que
permite que el ciclo de infeccién e inflamacion continde y conduzca al dafio pulmonar (Davis
1999).

La finalidad de las técnicas de despeje de las vias respiratorias es ayudar a remover las
secreciones aéreas viscosas, que contienen altas concentraciones de bacterias, elastasas,
citoquinas y otros productos bacterianos. Existen varios métodos para llevar a cabo esta
terapia; entre ellos se encuentran la fisioterapia de pecho tradicional, el ejercicio fisico, el uso
de aparatos mecanicos y técnicas de respiracion y tos especificas (Segal 2004). Es importante
que la terapia comience tan pronto como sea posible, ya que desde un comienzo muy
temprano de la enfermedad se pueden encontrar mediadores inflamatorios y bacterias, por lo
que la intervencidon para eliminar las secreciones bronqueo-alveolares es muy beneficioso
(Khan et al 1995, Konstan et al 1994).

1.2.2. Terapia con antibiéticos

El desarrollo de antibidticos potentes de amplio espectro, en particular los dirigidos
contra Pseudomonas, han permitido aumentar la supervivencia de los pacientes con FQ desde
hace varias décadas (Pedersen et al 1987). La finalidad del uso racional de antibiéticos en FQ
es reducir la infeccién bacteriana crénica que induce la inflamaciéon de las vias aéreas, la
obstruccion de las mismas y la bronquiectasia. La infeccion con P. aeruginosa no puede ser
completamente erradicada a pesar de una terapia agresiva con antibiéticos, pero si puede ser
reducida (en conjunto con otras terapias como el despeje de las vias respiratorias),
observandose una mejora en los sintomas y en la funcidon pulmonar (Smith et al 1988).Los
antibidticos pueden ser administrados en forma intravenosa, oral o aerosolizados, lo que

depende de la situacion clinica de cada paciente en particular.




INTRODUCCION

Para realizar una terapia exitosa con antibidticos administrados por via intravenosa, es
fundamental usar la combinacién y la dosis apropiada de drogas durante un tiempo adecuado.
También es muy importante identificar las bacterias presentes en el esputo del paciente para
guiar la eleccion de los antibidticos. La terapia intravenosa es generalmente aplicada a las
exacerbaciones severas de la enfermedad. La terapia oral en cambio, se encuentra mas
limitada a las exacerbaciones de severidad moderada. Los antibidticos de amplio espectro
pueden proveer beneficios clinicos aun cuando no sean activos contra las especies de
Pseudomonas, ya que son efectivos contra otras bacterias presentes en el tracto respiratorio
inferior (Jewes & Spencer 1990). El uso de antibidticos administrados por inhalacién presenta la
ventaja de aportar una mayor concentracion de la droga en los pulmones (Littlewood et al 1993,
Toso et al 1996).

1.2.3. Tratamiento con DNasa

Debido a que la presencia de altas concentraciones de ADN en las secreciones de las
vias aéreas que aumentan la viscosidad del mucus, su ruptura mediante el tratamiento con
desoxirribonucleasa recombinante humana (DNasa rh) favorece su eliminacion de las vias
aéreas. La DNasa rh ha sido probada en andlisis clinicos y aprobada por la “U.S. Food and
Drug Administration” (Shak 1995). Los estudios in vitro junto con los estudios clinicos
demostraron que la DNasa reduce las propiedades viscoelasticas del esputo en FQ (Aitken et
al 1992, Hubbard et al 1992, Ramsey et al 1993).

1.2.4. Terapia anti-inflamatoria

El tratamiento de la inflamacién es fundamental para el manejo de la enfermedad
pulmonar en FQ, particularmente por la evidencia de inflamacién en la vida temprana de los
pacientes. El uso sistémico de corticosteroides para este propdsito esta limitado por la alta
incidencia de efectos laterales (Rosenstein & Eigen, 1991). Por otra parte, el ibuprofeno es el
antiinflamatorio no esteroideo mas utilizado en FQ por su capacidad de inhibir la migracion de
los neutrdfilos (Konstan, 1998), aunque también posee algunos efectos secundarios. En la

actualidad, se buscan alternativas anti-inflamatorias de menor toxicidad.

1.3. P. aeruginosa: su implicancia como organismo patégeno oportunista

1.3.1. Generalidades

P. aeruginosa es una bacteria aerobia Gram-negativa perteneciente a la rama y de las
proteobacterias, misma rama a la que pertenecen las enterobacterias (Figura 1.3.) (Pace 1997,
Woese 1987). P. aeruginosa tiene una longitud de 1.5 a 3 um y un didmetro de 0.5-0.8 um,

posee un genoma extenso de 6.26 Mbp (codificando 5567 genes) cuya secuencia fue
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publicada en agosto del afio 2000(www.pseudomonas.com) (Stover et al 2000) para el aislado
clinico PAO1. Sin embargo, los aislados provenientes de pacientes con FQ, tienen un genoma
mas extenso que la cepa PAO1, sugiriendo que adquieren nuevos genes durante su

adaptacion (Spencer et al 2003).

Figura 1.3.Pseudomonas aeruginosa vista en distintos aumentos.: Microscopia electronica,
microscopia optica, colonias crecidas sobre una placa de agar, tincion Gram de bacterias.

Fotografias tomadas de http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pseudomonas_aeruginosa SEM.jpg;

http://www.pseudomonas.com/images/paeruginosa.jpg);http://textbookofbacteriology.net/pseudomonas.ht

ml; http://news.bbc.co.uk/olmedia/1745000/images/ 1746739 pseudomonas_aeruginosa300.jpg

Una de las caracteristicas mas notables de P. aeruginosa es su versatilidad para
colonizar diversos nichos ecoldgicos, desde el agua y el suelo, como en tejidos de plantas y
animales (D'Argenio 2001 , Rahme et al 1997). Esta capacidad se debe, a que puede utilizar
una innumerable gama de compuestos organicos para su supervivencia y permanecer largos

periodos de tiempo en condiciones extremas dénde la disponibilidad de nutrientes es escasa.

La importancia de P. aeruginosa como patdgeno oportunista para los seres humanos,
radica en la dificultad de controlarlo mediante el uso de antibidticos y antisépticos
convencionales (Bergen & Shelhamer 1996,).Muchas infecciones (Figura 1.4.)
extrahospitalarias e intrahospitalarias son causadas por esta bacteria y genera elevados costos
en la salud publica (Bauer et al 1996).Los mecanismos de resistencia intrinseca que posee
Pseudomonas, se debe en parte al bloqueo del ingreso del antibidtico o antiséptico, a la salida
activa de estos desde la célula, su degradacién enzimatica o la alteracion de la estructura

blanco. Ademas, la patogénesis de P. aeruginosa se atribuye a la produccion un vasto arsenal
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de factores de virulencia (de membrana y extracelulares) involucrados en las diferentes etapas
de proceso de infeccion logrando la colonizacion de su hospedador. En las infecciones agudas,
predomina la invasion, la diseminacién y el extenso dafo tisular. Sin embargo, en infecciones
cronicas, especialmente en pacientes con fibrosis quistica, P. aeruginosa se puede adaptar,
perdiendo sus caracteristicas inmunogénicas como fimbrias y flagelos para evitar la supresion
inmunolégica por parte de las defensas del hospedador logrando adherirse al epitelio
respiratorio en forma de “biofilms”. En las infecciones cronicas, la inflamaciéon se mantiene por

la secrecion persistente de factores virulencia extracelulares (Khalifa et al 2011).
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Figura 1.4. Sitios de infeccion de P. aeruginosa

1.3.2. Factores de virulencia implicados en la infeccion aguda

El proceso hacia la enfermedad para un patégeno oportunista como P. aeruginosa,
comienza con alguna elusion o alteracion de las defensas del hospedador debido al amplio
espectro de factores de virulencia que despliega la bacteria para establecer la infeccion(Figura
3.3.). La mayoria de las infecciones causadas por la bacteria involucra tres etapas distintas: (1)
adherencia a las superficies epiteliales del hospedador y colonizacion; (2) invasién (3)
desarrollo de enfermedad sistémica. Sin embargo, el proceso de infeccién puede detenerse en
cualquier etapa debido a que cada una de ellas esta mediada por determinantes bacterianos de

virulencia.
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1.3.3. Factores implicados en la adherencia y motilidad

o El flagelo

P. aeruginosa posee un unico flagelo polar que esta involucrado en la adhesién células
epiteliales respiratorias a través de un componente de la membrana celular eucariota, el asialo-
GM1 (Arora et al 1998, Feldman et al 1998, Lillehoj et al 2002). A su vez, induce la respuesta
inflamatoria por la interaccién con receptores Toll, TR5 y TR2, produciendo la liberacién de IL-8
e IL-6. El flagelo es altamente inmunogénico, especialmente durante las infecciones cronicas y
particularmente en la fibrosis quistica, donde se adapta seleccionando mutantes que carecen
de flagelos para eludir la respuesta inmunolégica de su hospedador (Mahenthiralingam et al
1994). Ademas es el responsable del movimiento bacteriano sobre superficies liquidas
conocido como “swimming” (nado) y en menor medida sobre superficies semi-solidas conocido
como “swarming” en donde el desplazamiento se da por el movimiento en conjunto y

concertado de las bacterias (O'Toole & Kolter 1998).

o El pilus tipo IV

El pilus tipo IV es la principal adhesina de P. aeruginosa responsable de la adhesion a
las células epiteliales (Sato et al 1988, Vitkauskiene et al 2005;Vallet et al 2001). Estas
estructuras interactian in vitro con asialo-GM1 y asialo-GM2, situados en la superficie de las
células epiteliales del pulmén (de Bentzmann et al 1996, Hahn 1997, Ramphal et al 1984).
También esta implicado en la motilidad sobre superficies sdlidas movimiento conocido como

“twitching” y en el “swarming” (O'Toole & Kolter 1998).

¢ Factores de unién de tipo fimbria (o Cap).

P. aeruginosa posee también unas estructuras filamentosas y proteicas mas cortas que
los pili lamados fimbrias. Estas estructuras estan cubiertas por unas proteinas llamadas CapA,
CapB y CapC, siendo esenciales para la adherencia a las superficies y necesarias para la

colonizacion.

e El Lipoporisacarido

El lipoporisacarido (LPS) esta situado en la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas y es conocido por su actividad endotéxica. Esta involucrada en la estimulacion de la
respuesta inflamatoria. La molécula de LPS se puede dividir en tres partes:
- Lipido A, también conocido como endotoxina, responsable de una estimulacion excesiva del
sistema inmune que puede causar shock séptico y llevar a la muerte;
- El nucleo oligosacarido;
- El antigeno O es una regién de polisacaridos variable. P. aeruginosa es capaz de sintetizar
dos formas de LPS A y B. De acuerdo al antigeno O, si esta presente o falta, se habla de

fenotipo liso o rugoso y esta diferencia hace que una bacteria sea mas o menos virulenta.
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1.3.4. Factores implicados en la colonizaciéon dependientes del “Quorum sensing”

La capacidad de P. aeruginosa en invadir los tejidos depende de la produccién de
enzimas extracelulares y toxinas que rompen las barreras fisicas y danan a las células del
hospedador, resistiendo a la fagocitosis y a las defensas inmunitarias del huésped (Hong &
Ghebrehiwet 1992; Ciragil & Soyletir 2004, Khan et al 2006).P. aeruginosa posee numerosos
factores involucrados en la infeccion y la expresion de ellos se encuentra regulada por un
complejo mecanismo de sensado conocido como “quorum sensing” (QS). Algunos de estos

factores responsables del establecimiento se mencionan a continuacion.

e Elastasa

La actividad de elastasa esta mediada por dos enzimas: LasA y LasB. La elastasa LasA
(también llamada proteasa de estafilococos o antiestafilolisina) es una proteasa de serina que
actia sinergisticamente con LasB aumentando el poder degradativo de ella. LasB (también
llamada pseudolisin) es una metaloproteasa de zinc con actividad proteolitica. Esta enzima se
hallé en el esputo de los pacientes con FQ (Jaffar-Bandjee et al 1995, Storey et al 1992) y se
sabe que actla sobre la elastina, es capaz de inactivar inmunoglobulinas como IgA e IgG, los
componentes del complemento (Heck et al 1986; VanDelden 2004 )y los de la matriz del epitelio
pulmonar como elastina, colageno y fibrina(Galloway 1991;Ciragil & Soyletir 2004, Karadzic et
al 2004). LasB también degrada citoquinas como el interferon gama (INF-y) y el factor de

necrosis tumoral (TNF).

¢ Fosfolipasa C

Las fosfolipasas son enzimas extracelulares termolabiles de alrededor de 80 kDa que
contienen iones esenciales para la actividad enzimatica de zinc. Tres fosfolipasas C (PLC) de
diferente especificidad de sustrato se fueron identificadas en P. aeruginosa. Estas contribuyen
a aumentar la permeabilidad vascular, en diversos tejidos y se observé toxicidad y muerte en
animales de laboratorio (Berk et al 1987; Jaffar-Bandjee et al 1995, Kohler 2000).

e Ramnolipidos

Otro factor de virulencia ampliamente estudiado es un biosurfactante glicolipidico que
contiene ramnosa, llamado comunmente “ramnolipido”. Este tiene una estructura molecular
parecida a los detergentes y se cree que es el responsable de romper los surfactantes
fosfolipidicos del pulmén, y de esta manera hacerlos mas accesible al clivaje por fosfolipasas C
de P. aeruginosa(Liu 1974). Se cree que, tanto la fosfolipasa C y el ramnolipido, actian
sinergisticamente para romper lipidos y lectinas facilitando la invasién tisular (VanDelden
2004). Por su composicion, los ramnolipidos poseen propiedades tensio-activas capaces de
reducir la tensién superficial, formar emulsiones y solubilizar sustratos insolubles, para que P.

aeruginosa los emplee en la captura de diversas fuentes de carbono tales como alcanos (Beal
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2000; Goma 1973). En el esputo de los pacientes con FQ, se hallaron ramnolipidos y se
encontré que en células de la traquea de mamiferos inactivan el movimiento ciliar, indicando
que los ramnolipidos son factores de virulencia (Hastie 1986, Kownatzki 1987). La produccion
de ramnolipidos coincide con la fase estacionaria de crecimiento y esta bajo el control del
sistema rhl del sistema de sensado del quérum bacteriano o quorum sensing(Campos-Garcia et
al 1998; Ochsner et al 1994, Ochsner & Reiser 1995). Se sabe ademas que en P. aeruginosa
los ramnolipidos estan ligados al movimiento de swarming, dado a que la secrecién de
biosurfactantes reduce la friccion entre la bacteria y las superficies facilitando su

desplazamiento (Kohler et al 2000).

e Piocianina y pioverdina

Estos factores de virulencia liberados al medio extracelular juegan un rol central en la
patogénesis bacteriana. El primero, la piocianina es un pigmento verde-azulado que lo libera al
medio extracelular llamado piocianina. Este pigmento, posee propiedades redox, y debido a
ello genera especies reactivas del oxigeno exponiendo a las células del hospedador al estrés
oxidativo (Britigan et al 1999, Muller 2002). Esto altera la funcion mucociliar, también induce
apoptosis e inhibe la generacion de anion superéxido por los neutréfilos impidiendo la
proliferacion de linfocitos en el sitio de la infeccion (Usher et al 2002). El segundo es un
sideréforo, que juega un rol en la quelacidon de hierro y en la regulacion de los factores de
virulencia. Se cree que ambos son necesarios para una completa expresiéon de la
patogenicidad de P. aeruginosa tal como se observé en animales de experimentacion (Lamont
et al 2002, Takase et al 2000).

1.3.5. Factores implicados en la colonizacién independientes del “Quorum sensing”

¢ Sistema de secrecion tipo ll

P. aeruginosa posee un sistema de secrecion (llamado tipo Ill) que le permite inyectar
toxinas directamente dentro de la célula. Varias toxinas son secretadas a través de este
sistema: ExoS, ExoT del ExoU y ExoY. De todas, la ExoS es la citotoxina mejor caracterizada.
Este efector se transloca principalmente en el citoplasma de la célula eucariota objetivo, pero
también se secreta en el medio extracelular y se vio que inhibe la movilidad y la fagocitosis.
ExoS, es producida por alrededor del 40% de los aislados clinicos (Sokurenko et al 2001), y se
ha postulado que es responsable de la destruccion tisular y la diseminacién bacteriana (Nicas
et al 1985 a, Nicas & Iglewski 1985; Shaver & Hauser 2004, Zhang & Barbieri 2005) debido a
que desorganiza los filamentos de actina de las células eucariotas (Coburn J 1989 ). El rol de
ExoY en la patogénesis de P. aeruginosa aun no es claro, mientras que la ExoU esta
expresada en muchos aislados provenientes de infecciones en la cérnea, en 40% de los
aislados de las infecciones agudas del tracto respiratorio en individuos no-FQ y 10% en
aislados FQ (Finck-Barbancon et al 1998; Hauser et al 1998; Dacheux et al 2000).
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La secrecion de la ExoU es claramente citotoxica para células de mamiferos y las
investigaciones sugieren que puede tener actividad fosfolipasa (Rabin SDP 2003),
contribuyendo a la degradacion de membranas celulares de eucariotas y subsecuentemente a
la muerte celular (Sato et al 1988). Por otra parte, la exotoxina A (Guadarrama et al 2005,
Shaver & Hauser 2004, Takumida & Anniko 2006) inhibe el factor 2 de elongacién eucarionte,
con la interrupcion en la sintesis proteica y la contribucion a la muerte de las células del
hospedador (Wick et al 1990). La exotoxina A purificada, es letal para animales de laboratorio,

confirmando su rol como factor de virulencia de P. aeruginosa(Woods & Iglewski 1983).

1.3.6. Factores de P. aeruginosa de virulencia implicados en la infeccion crénica

Una vez que la bacteria ha logrado invadir al huésped debera sobrevivir al ataque de la
defensa innata y la adquirida, como también a los repetidos tratamientos con antibiotico topico
y/6 sistémico. Para tener éxito, P. aeruginosa desarrollara una amplia gama de estrategias
inmuno-evasiva incluyendo la expresion de otras proteinas extracelulares, ademas de las
mencionadas, como de proteasas, lipasas, etc. La secreciéon de estos productos extracelulares
estara acompafado por cambios fenotipicamente significativos QS-dependiente, como la
formacion de “biofilms”. La presencia del “biofilm” en el hospedador como también en los
dispositivos médicos, obstaculiza la accién de linfocitos, fagocitos, la accion de los cilios de las
vias respiratorias, anticuerpos, complemento, antibidticos y antisépticos (Govan & Deretic
1996). Esta diferenciacion de microorganismo plancténico a microorganismo dentro del
“biofilm”, se lo considera como la principal caracteristica de las infecciones originadas por P.

aeruginosa (Watnik 2000).

1.3.7. El biofilm como factor de resistencia de P. aeruginosa

La resistencia a los antibidticos por los microorganismos, el incremento de infecciones
recurrentes e intrahospitalarias por contaminacién de dispositivos médicos, asi como la
dificultad para la cicatrizacion de heridas son algunos de los problemas cotidianos en la
practica médica. En la actualidad se sabe que el origen de estos hechos se debe a la
capacidad de los microorganismo en desarrollar biofilms como mecanismo de supervivencia
(Rivera 2010).

Clasicamente se define al biofilm como una comunidad de microorganismos
homogéneos o heterogéneos, que crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos
adherido a una superficie inerte o un tejido vivo (Costerton et al 1995).

En P. aeruginosa la matriz de polisacaridos esta dada por la produccion de Pel, Psl y
alginato, este Ultimo es uno de los componentes mayoritarios, también contiene ADN
extracelular producto de la autolisis de la bacteria o de células del hospedador y proteinas.

Esta estructura formada por la bacteria retrasa la difusion de antibiéticos a través del biofilm e
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impide el acceso del sistema de defensa del hospedador (Greenberg 2003). Estudios
realizados utilizando microscopia confocal han mostrado que la arquitectura de la matriz del
biofilm no es totalmente compacta sino que presenta canales que permiten el flujo de agua,

nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas profundas del biofilm (figura 1.5.A).

- -\,,J - ‘\
Ve a /
- Alginato/Pel/Psl|

& o DNA (autdlisis)

Adhesién  Sésil Biofilm Biofilm Desprendimiento de las
maduro bacterias del biofilm/
células plancténicas

Figura 1.5. Biofilm de P. aeruginosa mostrando la estructura tipo seta (o mushroom). Imagen
tomada de Harvard Laboratory biofilm. https://depts.washington.edu/cshlab/index.html (A) Estadios del
desarrollo del biofilm: (1) adherencia reversible al sustrato, (2) adhesion irreversible al sustrato, formacion
de microcolonias (3) maduracién y crecimiento de la microcolonia (4) maduracion biofilm (5) dispersion.
(B) Fotomicrografias del desarrollo del biofilm de P. aeruginosa. Imagen tomada de Sauer 2003 (Sauer
2003).

La etapa inicial del proceso de formacion del biofilm es la adherencia sobre la superficie.
En P. aeruginosa, se ha visto que el flagelo y las fimbrias son importantes para la etapa de
adherencia primaria. Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie, comienza a
dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio de union, formando una
microcolonia similar a como ocurre durante el proceso de formacion de colonias en placas de
agar.En una etapa posterior la bacteria comienza a liberar exopolisacaridos y forma unas
estructuras similares a setas (mushrooms) entre las cuales se observa la presencia de canales
de agua. A su vez dentro del biofilm se genera un gradiente de oxigeno y nutrientes que induce
la formacion de subpoblaciones bacterianas distintas que varian en su susceptibilidad a los

antibidticos; por ejemplo la exposicidn a 3-lactamicos o colistina puede inducir la produccién de
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factores de resistencia como las bombas de eflujo AmpC B-lactamasa yMexA-MexB-OprM. Al
mismo tiempo, la liberacién de ramnolipidos por las bacterias en la superficie induce necrosis
de los neutrdfilos. Finalmente, algunas bacterias de la matriz del biofilm se liberan del mismo
para poder colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de desarrollo de formacion del
biofilm (Figura 1.5..B)(Mah & O'Toole 2001;Greenberg 2003).

Tanto el “biofilm” como los factores de virulencia descriptos anteriormente junto con otros
mencionados en la literatura, contribuyen al deterioro de la mucosa bronquial la depuracion
mucociliar y la funcién pulmonar en los enfermos de FQ infectados con P. aeruginosa.

Hoy en dia se sabe que la mayoria de los factores de virulencia y el biofilm estan
regulados por un complejo mecanismo conocido como “quorum sensing”, y dado a su rol en el
control de la produccion de factores de virulencia extracelular, el circuito de quorum sensing de
P. aeruginosa podria ser considerado un determinante de virulencia de la bacteria (d"Argenio
2004, Gilboa-Garber 1996, Mai et al 1993, VanDelden 2004).

1.4. QUORUM SENSING: El poder de la cooperacion en el mundo de P. aeruginosa

1.4.1. Breve reseia

Durante muchos afios, los investigadores consideraban a las bacterias como una unidad
individual con la capacidad de proliferar bajo ciertas condiciones y que eran incapaces de
interactuar con otras, respondiendo colectivamente frente a un estimulo ambiental, como lo
hace tipicamente un organismo multicelular. Este punto de vista comenz6 a cambiar a partir de
la década del 70, con el descubrimiento de la regulacién de la luminiscencia, en la bacteria
marina Gram-negativa Vibrio fischeri(Nealson et al 1970) y de la regulacién de la competencia
en la bacteria Gram-positiva Streptococcus pneumoniae(Tomasz 1965). Los investigadores
observaron que estas bacterias, interactuaban de forma cooperativa y de manera coordinada

cuando producian unas moléculas “sefializadoras” o “sefales” especificas.

En la actualidad, se sabe que estas moléculas de senalizacion se acumulan conforme
aumenta la poblacion bacteriana y a medida que alcanzan una concentracion critica, son
reconocidas o sensadas por la misma poblacién de bacterias (y otras), disparando la expresion
de genes blancos a fin de dar una respuesta en conjunto (Fuqua et al 1994). A este tipo de
comunicacioén célula-célula, se la denomind sensado del quérumo quorum sensing (QS), para
enfatizar el hecho de que se requiere de un numero suficiente de bacterias, “quérum”, que
produzcan y sensen las moléculas senalizadoras, e induzcan o repriman la expresion de genes
blancos (Fuqua et al 1994).

Las moléculas de sefializacion para el sistema del QS son frecuentemente homoserin

lactonas aciladas (AHL, del inglés acylated homoserine lactones) para el caso de bacterias
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Gram-negativas, y péptidos pequerfios o autoinductor-2 (Al2) en el caso de bacterias Gram-
positivas. Dado que este sistema se lo encontré tanto en bacterias Gram-negativas como en

Gram-positivas, se lo considera un “lenguaje universal bacteriano” (Winans 2002).

A partir del descubrimiento de la regulacion de la bioluminiscencia dependiente de la
densidad de poblacion, en V. fischeri, se incrementé el numero de publicaciones donde se
demuestra que las bacterias emplean las moléculas sefial no sélo como sensores de la
densidad de poblacion en una especie, sino también para la comunicacién entre bacterias de
especies diferentes o género, que ocupen el mismo nicho ecolégico, y también para interactuar
con las células eucariotas del hospedador (Kipnis et al 2006).

La comunicacion célula-célula y la formaciéon de estas comunidades bien organizadas,
permite unificar y coordinar la respuesta frente a un determinado estimulo ambiental y resolver
situaciones que podrian resultar dificiles para la supervivencia de una Unica bacteria.

Ademas de la bioluminiscencia y la competencia genética, el QS esta involucrado en la
regulacion de una amplia variedad de procesos fisioldgicos diferentes que incluye: biosintesis
de antibidticos, motilidad, transferencia de plasmidos mediante conjugacion, desarrollo de
biofilms 'y produccion de diversos factores de virulencia (Camara et al 2002, Fuqua &
Greenberg 2002, Lazdunski et al 2004, Miller & Bassler 2001, Whitehead et al 2001).

1.4.2. El sistema de comunicacion célula-célula en P. aeruginosa

El sistema de comunicacién célula-célula dependiente de AHL mas estudiado es el del P.
aeruginosa y presenta un circuito de QS esencial para la expresion de los factores de virulencia
como también para el desarrollo del biofilm. Esta ampliamente aceptada la idea que, la
regulacion de la patogenicidad por el sistema de QS, es una estrategia altamente efectiva que
emplea P. aeruginosa para establecer la infeccion. Esto le permitiria tener tiempo suficiente
para crecer y colonizar, evitando la respuesta del sistema inmune del hospedador, minimizando
la amenaza de la erradicacion y logrando de este modo una colonizacién exitosa (de Kievit &
Iglewski 2000, Greenberg 2003).

Cuando se investigo la regulacién del QS en P. aeruginosa, se encontré dos pares de
homodlogos a LuxR y Luxl de Vibrio Fischer i(Nealson et al 1970), los cuales son los principales
componentes de dos sistemas de sensadoque operan en este organismo. El primero el sistema
las, consiste en un activador transcripcional LasR; y en una sintasa Lasl, que dirige la sintesis
de N-3-oxo-dodecanoyl-homoserina lactona (3-o0xo-C12-HSL); y el segundo sistema rhl, que
consiste en el regulador transcripcional RhIR y la sintasa Rhll (Figura 1.6.), y dirige la sintesis
de N-butanoyl-homoserina lactona (4-HSL) (Passador et al 1993). P. aeruginosa es permeable
a C4-HSL, mientras que la bomba de eflujo de drogas MexAB-OprM libera por transporte activo
la molécula 3-oxo-C12-HSL (Pearson et al 1999).
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El sistema /as esta implicado en la regulacion de los factores de virulencia, como /las/
propiamente dicho, creando un loop de retroalimentacion positiva en la regulacion, y el sistema

rhl que afecta la expresion de un amplio espectro de genes.

Virulence
factors

Hierarchical
induction of the 3-ox0-C12-HSL a
Rhi QS-system
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Figura 1.6. Regulacion de la virulencia en Pseudomonas aeruginosa. Luego de que 3-oxo-C12-HSL
alcanza una concentracion critica, se forma un complejo 3-oxo-C12-HSL-LasR que se une a regiones
promotoras de multiples genes, activando o reprimiendo su transcripcion. Entre los genes regulados, se
encuentra el complejo /asl, el cual incrementa la produccion de 3-oxo-C12-HSL (efecto autoinductivo), y
rhiIR, la cual aumenta la produccion de la sintasa de 4-oxo0-C4-HSL, que se une con su receptor RhIR, y en
conjunto activan la segunda via de AHL. Los factores de virulencia regulados por cada complejo receptor
ligando se detallan a la izquierda del grafico. Imagen adaptada de The Multiple Signaling Systems

Regulating Virulence in Pseudomonas (Jimenez et al 2012)

Algunos genes del QS estan regulados y controlados por ambos sistemas, y otros son
regulados especificamente por el sistema /as o el rhl. Esta ampliamente aceptado que los dos
sistemas no operan independientemente, sino que el complejo LasR-3-oxo-C12-HSL regula
positivamente la transcripcion de RhIR y Rhll (Latifi et al 1996, Pesci et al 1997). Un estudio
sobre la regulacién transcripcional de rhiR, revel que la expresion de este gen es dependiente
de LasR (y también sobre Vfr) y el mismo RhIR, indicando que el gen esta sujeto a una
autorregulacion negativa. Ademas, se determind que RhIR forma homodimeros que pueden
disociarse en mondémeros por 3-oxo-C12-HSL (Ventre et al 2003). Estos datos proveen una

fuerte evidencia que el sistema de QS en P. aeruginosa tiene una estructura jerarquizada
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siendo el sistema /as el punto inicial de la cascada. Sin embargo, Dekimpe V. y Deziel E. en
2009 (Dekimpe & Deziel 2009), propusieron que el sistema rhl puede activarse de forma
independiente del sistema /as por lo que P. aeruginosa seria capaz de eludir la deficiencia de
uno de los sistemas de QS. Esta evidencia demuestra que la jerarquia dentro del sistema de
QS es mas compleja que el modelo presentado y aceptado para el sistema jerarquico las-rhl.
P. aeruginosa también produce una tercera molécula de sefalizacién, 2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolona denominada PQS, que a diferencia de las otras no es una homoserin lactona. Se
sabe que cumple la funcion de aumentar la expresién de un numero de factores de virulencia y
por lo tanto, PQS junto con 3-OC12-HSL, C4-HSL, constituyen una red de senalizacién

complejo que controla la expresion de mas de 300 genes (Mashburn-Warren, 2009).

1.4.3. Rol del quorum sensing en la interaccién hospedador-patégeno

Como se menciond, el QS modula la expresion de los factores de patogenicidad,
(Hassett et al 1999, Latifi et al 1996, Latifi et al 1995, Passador et al 1993, Pearson et al 1997),
y a su vez el evento de desprendimiento activo de bacterias migrando desde el biofilm
(Stoodley et al 2001).

Un estudio llevado a cabo por Davis et al, (Davies et al 1998) demostré que la mutante
en lasl de P. aeruginosa crecia normalmente pero formaba biofims desorganizados no
diferenciados contrariamente a lo que ocurria en la cepa silvestre y exhibia mayor sensibilidad
a biocidas, como el dodecil-sulfato sodico(SDS). Sobre la base de esta observacion se ha
sugerido que el sistema las es requerido para el desarrollo de la arquitectura tipica del biofilm
(figura 1.4). Los ultimos estudios sobre QS, mostraron que ambos sistemas tanto /as y rhl estan
implicados bajo ciertas condiciones experimentales, en el desarrollo de la estructura del biofilm
de P. aeruginosa y las alteraciones sobre estos sistemas dan como resultado un biofiim
desorganizado, dado a que se requieren ciertos factores regulados por estos sistemas para su
maduracion (Hentzer 2004).

Se ha observado que mutantes de la bacteria en el QS, comprometidas en la capacidad
de establecer una infeccién en ratones, resultaron menos patogénicas que su cepa parental
cuando se inoculaban sobre lesiones cutaneas como quemaduras, o en modelos murinos
neonatales con pneumonia (Rumbaugh et al 1999, Tang et al 1996). También, las mutantes en
QS han mostrado ser menos virulentas en otros modelos de infeccion, como Caenorhabditis
elegans, Dictyostelium discoideum y Arabidopsis thaliana(Cosson et al 2002, Rahme et al 1995,
Tan et al 1999) concluyendo que elQS de P. aeruginosa contribuye no sélo a la patogénesis
por la expresion de los factores de virulencia, sino también induce inflamacién. Esta
observacion fue confirmada cuando se aplicaron inyecciones dérmicas de AHIs en ratones, y se
observé que estimulaban la producciéon de citoquinas proinflamatorias y acido araquidénico
(Smith et al 2002). Se establecié que la molécula 3-oxo-C12-HSL posee la capacidad de
ejercer numerosas actividades inmunomoduladoras sobre los linfocitos, los macréfagos vy la

produccion de anticuerpos, influye en el balance de las células Th1 y Th2
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(Telford et al 1998), y promueve fuertemente la produccién de interleuquina 8 (IL-8) (Smith et al
2001). Sin embargo, si el hospedador es infectado por P. aeruginosa, la defensa innata es
capaz de inactivar las moléculas de quorum sensing, como ocurre con el epitelio celular y los

fluidos corporales que inactivan la 3-oxo-C12-HSL pero no la C4-HSL (Chun et al 2004).

1.4.4. Quorum sensing como blanco en una terapia antimicrobiana

Existe una gran cantidad de cepas bacterianas emergentes, las cuales son parcial o
completamente resistentes contra un amplio espectro de antibiéticos. El rapido incremento en
la frecuencia de aparicion de cepas resistentes a la extensa variedad de drogas, crea la
necesidad de buscar nuevas aproximaciones terapéuticas. Dado a que el QS en P. aeruginosa
juega un rol importante en el control de la patogenicidad como también en la formacién de
biofilms, representa un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos
(Davies et al 1998, Hartman & Wise 1998, Passador et al 1993). Se ha sugerido que el uso de
antagonistas de AHLs que inhiban especificamente la expresion de los factores de
patogenicidad, sin afectar el crecimiento de la bacteria, tienen la ventaja de minimizar la

posibilidad de la seleccion de mutantes resistentes.

En la actualidad se ha hipotetizado que la disrupcién del quorum sensing podria llevarse
a cabo por varios caminos: (i) bloquear la sintesis de AHL, (ii) degradar la molécula sefial AHL,
o bien (iii) inhibir la activacién del receptor de AHL. Bajo esta hipotesis, varios trabajos
demostraron que analogos a la S-adenosil metionina, puede inhibir el quorum sensing en P.
aeruginosa dado a que bloquea la sintesis de AHL (Parsek et al 1999). En el 2001 se aisl6 una
enzima, la Aiia, de Bacillus sp, que inactiva las AHLs mediante la hidrdlisis de las uniones de
las lactonas, proceso denominado como quorum quenching (Dong et al 2001). De ahi en
adelante se han identificado numerosos genes de varios organismos que inactivan las AHL.
Mas aun, se observd que la expresion heteréloga de estas enzimas en P. aeruginosa reduce la
produccion de los factores de virulencia atenuando la patogenicidad de este organismo
(Reimmann et al 2002). Sin embargo, aun no se determind si AiiA o enzimas relacionadas,
podrian aplicarse al tratamiento de las infecciones humanas.

Una estrategia para la disrupcién del quorum sensing seria bloquear la proteina
receptora de AHL. Esta idea surgi6 en 1996, donde Givskov y col. (Givskov et al 1996)
demostraron que las furanonas halogenadas producidas por la macroalga Delisea pulchra
tenian la habilidad de interferir con los procesos que regulan a las AHLs. Mientras que el modo
exacto de accion de las furanonas no ha sido identificado aun, se sabe que estos compuestos
bloquean la comunicacién célula-célula de P. aeruginosa por tiempos prolongados y también
origina la disgregacion del biofilm (Hentzer & Givskov 2003). Hasta el momento unas pocas
plantas han demostrado actividad anti-quorum sensing contra P. aeruginosa(Adonizio et al

2006) pero el mecanismo de accion sigue siendo desconocido (Priya et al 2013).
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1.5. SUSTANCIAS PROCEDENTES DE PLANTAS CON ACCION ANTIMICROBIANA Y
ANTINFLAMATORIA.

Las plantas viven en un entorno con una densidad bacteriana muy alta. Se estima que
en la parte aérea de las plantas, la filosfera, especialmente en las hojas, existen alrededor de
10°-10" células/cm? (108 células/g) de microorganismos, principalmente bacterias (Andrews &
Harris 2000). Gran parte de ellos forman parte de la ecologia vegetal, estableciéndose un
equilibrio que puede fragmentarse por diversos motivos, como ser la colonizacion de un
organismo patdgeno. Las plantas producen miles de productos de bajo peso molecular,
conocidos como metabolitos secundarios que se diferencian de los primarios en que no son
esenciales para la vida de la planta. Esta diversidad tan rica resulta, en parte, de un proceso
evolutivo conducido por la seleccion para adquirir una defensa mejorada frente a los ataques

de microorganismos, insectos y otros animales (Dixon 2001).

Las investigaciones previas sobre el potencial antibacteriano de una planta o sus
biocompuestos, se basaba estrictamente en si tenia la capacidad de matar o inhibir el
crecimiento bacteriano (Cowan 1999, Wallace 2004). Sin embargo, esto es so6lo un aspecto de
las propiedades anti-infectivas de las plantas. Las propiedades anti-patogénicas de las plantas
no recibieron demasiada atenciéon hasta hace algunas décadas con el conocimiento del QS
bacteriano. No obstante, el hallazgo de compuestos capaces de interferir con ese sistema
puede resultar tan importante en la erradicacion de la enfermedad, como aquel con
propiedades antibacterianas, y asi colaborar para que la bacteria sea menos virulenta (Zhang &
Dong 2004). Por lo tanto, la aplicacién de compuestos provenientes de fuentes naturales con
caracteristicas inhibitorias del crecimiento o de la virulencia bacteriana, pueden ser utilizados
en el tratamiento de las infecciones en humanos (Hentzer & Givskov 2003). Es posible que
muchas plantas terrestres puedan producir sefales capaces de interferir con el QS bacteriano
(Gao et al 2003). Un estudio realizado con plantas medicinales provenientes del Sur de la
Florida, EE.UU, identificé inhibidores del QS a partir de una variedad de 50 plantas, cuando se
empleaban cepas biosensoras de las moléculas senal del QS como Chromobacterium
violaceum 026 y Agrobacterium tumefaciens NTL4 (Adonizio et al 2006). De todas las plantas
evaluadas, 6 presentaban actividad anti-QS.

No sélo las plantas utilizadas en la medicina tradicional son atractivas para el hallazgo de
nuevos compuestos con actividad anti-bacteriana o anti-quorum sensing. Ademas de las
plantas medicinales, plantas que son comunmente consumidas en la dieta diaria, son una
fuente interesante de fitoquimicos que pueden ofrecer un atractivo repertorio para el hallazgo
de inhibidores de QS. El potencial de estos fitoquimicos en el manejo de las enfermedades
infecciosas ha atraido particular atencion (Dahiya & Purkayastha 2012), debido a la capacidad
de estos en afectar el crecimiento y la supervivencia de muchos patégenos humanos, y
también en reducir los procesos inflamatorios que la infecciones desencadenan (Surh et al
2001).
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Los compuestos naturales han dado lugar a un gran interés cientifico en el area de la
farmacolégica, principalmente por la identificacion de moléculas con la capacidad de interferir
en la evolucion de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios. En el proceso
inflamatorio intervienen muchos mecanismos, algunos mediados por una variedad de
moléculas de sefializacion y la activacion de los factores de complemento (Nathan 2002). La
regulaciéon del mismo,es crucial para dar una correcta respuesta acorde frente al dafio celular
como también otorgar proteccion para impedir que ello ocurra Los mediadores que participan
en la respuesta inflamatoria pertenecen a diferentes clases quimicas, tales como aminas
bibgenas (histamina, serotonina), proteinas y péptidos (enzimas hidroliticas, citoquinas,
factores de crecimiento, factores activadores de colonia, factores de complemento, anticuerpos,
quininas), especies reactivas de oxigeno (ROS, anién superdxido, hidroperdxido, radicales
hidroxilos), y lipidos (factores activadores de plaquetas, prostanoides, leucotrienos). Estos
mediadores inician, mantienen, y modulan el curso de un gran ndmero de enfermedades
humanas tales como la liberacién de esteroides antiinflamatorios e inmunosupresivos de la
corteza adrenal, citoquinas como la interleukina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, II-6, IL-8, IL-10, IL-12 e
IL-13, las cuales ejercen acciones pro y antiiflamatorias dependiendo de su participacién en la
respuesta inmunoespecifica (Gilmore 2006, Safayhi & Sailer 1997).Debido a los innumerables
agentes patégenos y lesivos ambientales existentes,| a habilidad para desencadenar una
reaccion inflamatoria exitosa sera esencial para la supervivencia de los individuos. Sin
embargo, en algunas situaciones y enfermedades, esa reaccion puede llegar a ser exagerada
originando dafio persistente para el individuo como ocurre en la FQ (Goodman A 2001, Smith et
al 1996).

Una amplia variedad de plantas alimenticias como granos, frutas, legumbres, té, cerveza,
uva, aceite de oliva, chocolate/cacao, café, nueces, mani, las especias, las frutas, verduras, etc
contienen polifenoles (Bravo 1998).Una serie de productos naturales como el resveratrol y la
curcumina, fueron ampliamente investigados y sometidos a ensayos clinicos como agentes
inhibidores de la inflamaciéon(Hatcher et al 2008). Aunque el conocimiento de la absorcién,
biodisponibilidad y metabolismo de estos compuestos no se conoce del todo, parece
que algunos son bioactivos y son absorbidos en su forma nativa o modificada. Se sabe que
después su metabolizacion por la microflora de los intestinos, sus formas absorbidas puede ser
detectadas en el plasma en un rango de concentracion nanomolar (Rahman et al 2006).

Existen varios trabajos in vivo como in vitro que evallan la actividad anti-inflamatoria de
extractos o compuestos aislados de plantas (Newman 2003). Muchos de los productos
naturales hallados, son utilizados como medicamento o plantillas para la produccion de nuevos
medicamentos, principalmente porque tienen una gran utilidad en el estudio de los blancos
moleculares (Newman 2003). El andlisis detallado de estas fuentes, ha determinado las
estructuras de estos compuestos antimicrobianos y/o antiinflamatorios y se encontré6 que
abarca un gran espectro de metabolitos que van desde los fenoles, quinonas, flavonoides,

alcaloides, terpenoides y poliacetiienos como también azucares, aldehidos, saponinas,
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sulféxidos, etc.(Mowrey 1990, Shetty K 2005, Vattem 2005b). Las frutas como los arandanos,
las fresas y las moras, hierbas como el orégano, romero, tomillo (Puupponen-Pimia et al 2005,
Shetty K 2005, Vattem DA 2005) y varias especias como la circuma, clavo y pimienta negra, se
han utilizado desde tiempos antiguos para prevenir patologias del tracto gastrointestinal,

pulmonar y urinario.

Debido a que los productos naturales ofrecen una gran diversidad quimica de
compuestos, ocupan un espacio adicional en en el campo de la quimica farmacéutica si se lo
compara con aquellos de origen sintético. Varios estudios sugieren que los fitoquimicos de la
dieta pueden dar lugar a una nueva categoria de sustancias antimicrobianas que podrian
presentar un espectro mas amplio y contribuir a solucionar el problema de la resistencia a los

antibioticos (Mowrey 1990.) y a los efectos adversos de los antiinflamatorios convencionales.

1.5.1. Antecedentes

Desde 2005 en nuestro laboratorio, se estudian extractos principalmente del romero
(Figura 1.7.)con el fin de buscar metabolitos con actividad antimicrobiana relacionadas a su
composicion fendlica (Moreno S 2006). La importancia del romero como oftras plantas
aromaticas se centré principalmente en sus aplicaciones tanto en la medicina popular como por
su explotacion comercial, ya que se utilizan como potenciadores de aroma y sabor, cosméticos
y productos farmacéuticos (Boussaada et al 2008, Chipault JR 1952, Oluwatuyi et al 2004). Una
de las caracteristicas principales del romero es su actividad antioxidante, siendo un potencial
candidato para ser utilizado en los alimentos, dado a que evita su deterioro a causa de la
actividad antimicrobiana y a la oxidacién de los lipidos alimentarios (Fernandez-Lopez et al
2005, Madsen HL 1996, Moreno S 2006).

Los principales compuestos antioxidantes que se encuentran en extractos etandlicos de
romero son el 4cido rosmarinico, acido carndsico, y carnosol (Figura 1.8.) (Schwarz & Ternes
1992). El &cido carndsico y carnosol son diterpenos fendlicos, y el acido rosmarinico es un
éster de acido caféico (3,4-dihidroxifenilactato fendlico). El acido carndsico representa el
constituyente principal de los diterpenos fendlicos contenidos en el romero (Munne-Bosch &
Alegre 2001). Se sabe que el acido rosmarinico se encuentra en cantidades considerable en
varias especies de la familia de las Lamiaceae, y también en otras familias, como las
Borangiaceae (De-Eknamkul & Ellis 1984, Shetty 1997). Los diterpenos fendlicos como el acido
carnosico y carnosol se encuentran predominantemente en Rosmarinus officinalis y Salvia

officinalis, ambos miembros de la familia Laminaceae(Cuvelier ME 1996).

En la medicina folclérica, se le reconoce al romero aplicaciones terapéuticas para una
amplia gama de enfermedades tales como trastornos respiratorios, problemas estomacales y

enfermedades inflamatorias (al-Sereiti et al 1999; Erenmemisoglu A 1997; Kalttr 2007).
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Estudios cientificos demostraron diversas actividades para los compuestos fendlicos,
entre ellas se observé que el carnosol ejercia actividad antiinflamatorio cuando se desafiaba
con lipopolisacarido (LPS) a células peritoneales de raton (Chan et al 1995). Posteriormente, se
demostrd que, el carnédsico y el acido rosmarinico reducian la formacién de nitrito por LPS en
las células RAW 264.7 (células de macréfagos murinos). EI mecanismo anti-inflamatorio del
carnosol seria a través de la inhibicion de la produccién del factor nuclear-«B (NF-xB), p38, y
p44 dando lugar a una disminucién en la activacién de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
y en consecuencia una reduccion en la formacion vy liberacion de éxido nitrico (NO). Ademas,
se sugirio que este podria ser uno de los mecanismos de cémo los fitoquimicos, ingeridos en la
dieta, podrian impedir la carcinogénesis asociado con la inflamacién crénica (Lo et al 2002).
Para el caso del acido rosmarinico, se estudié que la inhibicién de varios procesos inflamatorios
dependia de la activacion del sistema de complemento (Englberger et al 1988, Rampart et al
1986).

Figura 1.7. Rosmarinus officinalis. E| romero es una hierba aromatica de la familia de las laminaceae.
El nombre viene del latin ros (rocio) y marinus (marino), por su intenso perfume y por habitar en los
acantilados costeros del mediterraneo. Es un arbusto lefioso y perenne que crece espontaneamente en
matorrales en compafia de otras plantas como el tomillo, la jara y el espliego. Puede alcanzar los 2 m de
altura y tiene los tallos erectos y ramificados. Sus hojas son aromaticas de color verde, oscuro por el
dorso y plateado por el revés, y las flores son de color azul palido. Actualmente son crecidos en distintas

partes del mundo con fines culinarios, como saborizante y aromatizante de comidas.

Estudios in vivo, realizados en modelos murinos de asma, demostraron que el extracto
de romero disminuye la inflamacidon que acompafa a la reaccion alérgica resultante de la
exposicién a los acaros del polvo (Inoue 2005), como también el asma. Se determiné que
originaba una disminucion significativa en el nimero de eosindfilos, neutréfilos y células
mononucleares alrededor delas vias respiratorias y en el liquido de lavado bronco-
alveolar(lnoue 2005). Asimismo, estudios clinicos llevados a cabo durante 21 dias, doble ciego,
a los que se les suministré un extracto de romero o placebo a pacientes con alergias
estacionales mostraron que aquellos que recibieron el extracto experimentaron una disminucion

significativa en los sintomas generales, como la secrecién nasal, ojos llorosos e irritados, en
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comparacién con los que les suministraron el placebo. Se vio también como el tratamiento,
redujo significativamente el numero de neutrdéfilos y eosindfilos en la mucosa nasal (Osakabe et
al 2004, Sanbongi 2004, Takano et al 2004). Esto llevé a la conclusion de que el extracto de

romero puede ser beneficioso para tratar pacientes con problemas respiratorios.

OH OH CHs
HO
HOOC

acido carnésico carnosol

HO
OH

acido rosmarinico

Figura 1.8. Compuestos mayoritarios presentes en las hojas de R. officinalis

1.5.2. Xilitol

Otro de los compuestos de interés que surge de la literatura es el xilitol. El xilitol es un
azucar reducido derivado de la hidrogenacién de la xilosa perteneciente al grupo de los
monosacaridos (Figura 1.9.). El interés industrial de este compuesto, esta relacionada con sus
propiedades como edulcorante no cariogénico y su uso en pacientes con diabetes dado a que
se metaboliza independiente de la insulina(Oh 1998). A pesar de ser un poliol, el xilitol no es
una hexosa, sino una pentosa que presenta cinco moléculas de carbono en su férmula
molecular (CsH4,05;1,2,3,4,5-pentahidroxipentanol), esta diferencia es suficiente para justificar

sus acciones y lo que lo hace tan diferente de los otros azicares de su grupo (Makinen 2000,
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Peldyak 1996).Su mayor beneficio documentado es la promocién de la salud bucal; previene la
desmineralizacién dentaria, la formacion de placas y de caries por sus mecanismos de unién
con el calcio y por su accién de inhibicion y anti-adhesion sobre el Streptococcus mutans (Autio
2002). Para este fin, el xilitol puede ser utilizado bajo la forma de pasta de dientes, gel oral,
soluciones, chicles y pastillas.

Experimentos in vitro demostraron una reduccién en el crecimiento del Streptococcus
pneumoniae, entre 35-72%, en concentraciones de 1-5% del xilitol en un medio de cultivo
(Kontiokari 1995), reduciendo también la adhesién de este y del Haemophilus influenzae a las
células de la nasofaringe (Kontiokari et al 1998). En estudios donde se realiz6 la exposiciéon de
cepas de S. pneumoniae, a medios de cultivo que contenian xilitol, produjo numerosas
alteraciones estructurales y metabdlicas en la bacteria como: disminucién de las divisiones y de
la formacién de cadenas, aumento de las autolisis, disminuciéon del diametro de la capsula e

irregularidades de la pared celular (Tapiainen et al 2004).

OH OH
HO OH

OH

Figura 1.9. El Xilitol es un azucar de alcohol, usado como sustituto del azucar. Se encuentra en forma
natural en una gran cantidad de frutas y verduras: ciruelas, uvas, avena, maiz entre otras y es producido
por el propio organismo (cerca de 5 a 15g/dia). Para el uso comercial es extraido de la cascara de la
remolacha, del maiz y otras fuentes, pero también puede ser obtenido por biotecnologia (Hallborn et al
1991). En 1963 la FDA aprobo su uso colocandolo en el grupo de sustitutos del azdcar y hoy en dia se
conoce como se metaboliza en el organismo (Peldyak 1996). Molécula de xilitol (a); Planta de maiz de

donde se obtiene xilitol (b); azucar de xilitol (c).

Los estudios clinicos del xilitol en humanos demostraron una reduccion significativa en
los episodios de otitis medias agudas (OMA)en nifos. (Gondim L 2005, Uhari M 1998, Uhari
1996). También se observé que el uso de este compuesto en sprays nasales, disminuye la
rinitis alérgica y los episodios de rinosinusitis (Peldyak 1996).

Se ha demostrado una reduccién de los casos de rinosinusitis en conejos, a los que se
les realizé lavados nasales con una soluciéon que contenia xilitol cuando se le inoculaban
simultaneamente bacterias como P. aeruginosa(Brown et al 2004). En relacién a su accién en
las vias aéreas, se verificd que disminuye la concentracién de sal del liquido bronqueo-alveolar
que bana la superficie celular. Esto se debe a que al ser un compuesto no iénico y con baja

permeabilidad trans-epitelial, en concentraciones superiores a 4.5% en la superficie de la
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mucosa, altera la osmolaridad (Zabner 2000), disminuyendo las concentraciones de sal por el
aumento del agua local, lo que a su vez aumenta la actividad de las células del sistema
inmunolégico (Tapiainen 2002, Zabner 2000) mejorando la inmunidad local y previniendo las
infecciones pulmonares, siendo inclusive ponderado para su utilizacion en los casos de fibrosis

quistica teniendo en vista el mecanismo propio de esta patologia (Brown 2004, Zabner 2000).

Este trabajo de Tesis se centr6 en evaluar los compuestos mencionados frente a
Pseudomonas aeruginosa cepa PAO1, principal patégeno asociado al deterioro pulmonar en
pacientes con fibrosis quistica. Hemos observado que los compuestos evaluados influyen en la
expresion de ciertos factores de virulencia de PAO1, como también en la liberaciéon de
citoquinas pro-inflamatorias tanto in vitro como in vivo. Estos resultados son descriptos y

discutidos en esta Tesis.
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Hoy dia, el interés por las sustancias antimicrobianas y anti-inflamatorias de origen
vegetal va en aumento porque ofrecen en algunos casos, ventajas en relacion a los
medicamentos y a los anti-inflamatorios clasicos; entre ellas la baja incidencia de efectos
secundarios. Dado a que dichos fitoquimicos derivan de fuentes de la ingesta diaria, se los
reconoce Como seguros y muy rara vez se les asocia efectos colaterales como ocurre con los
medicamentos de uso tradicional(Cowan 1999, Mowrey 1990., Vattem 2005).

La identificacion o evaluacion de compuestos naturales con actividad frente a P.
aeruginosa permitiria detectar sustancias de interés para ser empleadas potencialmente en
enfermedades en las que las infecciones por esta bacteria y los procesos inflamatorios
asociados a ella, contribuyen al deterioro del paciente que las padece. En particular,
compuestos naturales con actividad, tanto antimicrobiana y/o actividad anti-inflamatoria contra
esta bacteria, podrian ser utilizados en tratamientos para pacientes con fibrosis quistica.
Alternativamente, el hallazgo de compuestos capaces de disminuir la produccién de factores de
virulencia resultaria de particular interés dado a que la bacteria se tornaria menos patogénica y

se detendria el desarrollo o avance de la enfermedad.
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OBJETIVO GENERAL

Investigar la accién de compuestos bioactivos de la planta de romero (R. officinalis) y del
xilitol, sobre el patdgeno oportunista Pseudomonas aeruginosa PAO1 y sobre modelos de
inflamacion tanto in vitro: utilizando lineas celulares murinas y humanas, e in vivo empleando la

cepa de ratén Balb/c.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar potenciales actividades de extractos de R. officinalis y de sus compuestos fendlicos

puros (acido rosmarinico, acido carndsico y carnosol), sobre el P. aeruginosa.

2. Estudiar el efecto de estos compuestos naturales sobre los factores de patogenicidad

regulados por el quérum sensing en PAO1.

3. Determinar la actividad anti-inflamatoria de R. officinalis y sus derivados in vivo en ratones

Balb/C bajo diferentes modelos de edema.

4. Evaluar la actividad del xilitol sobre PAO1, utilizando como modelo celular el epitelio

bronquial pulmonar humano Calu-3.
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2. Cultivos procariotas y condiciones de cultivo
21. Cepas Bacterianas

Para el estudio del romero y el xilitol se empled la cepa PAO1. También se evalio la
accion del romero sobre aislados clinicos provenientes de pacientes con FQ diagnosticados en
el Centro Nacional de Genética Médica (Malbran-ANLIS) y donde se obtuvieron las cepas: 956,
957, 958, 959, FQsens, FQres. Las mismas fueron obtenidas y cedidas por el Dep. Médico de
la Facultad de Medicina-UBA; ademas se incluyeron las cepas B. cepacia |l, Stafilococus
aureus ATCC 25923, Escherechia. ColiIATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 y un
aislamiento de aguade P. aeruginosa, todas cedidas por el Departamento de Microbiologia del
Instituto Malbran-ANLIS. PAO1-GFP, se empleé para microscopia de fluorescencia. La
deteccion de homoserin lactonas se llevé a cabo con las cepas: A. tumefaciens NTL4 (pCF218
y pCF372) (gentamicina 100 mg/L y tetraciclina 2 mg/L) (Luo et al 2004)y C. violaceum CV026
(McClean et al 1997). Escherechia coli llevando los plasmidos pME3853 (lasl::LacZ) y
pME3846 (rhll::lacZ) se empled para la transfeccion (Pessi et al 2001) de PAO1 y posterior
estudio del quorum sensing. Stafilococus aureus ATCC 25923también fue utilizada para el

ensayo de LasA.

2.2. Condiciones de cultivo y conservacion de cepas

P. aeruginosa, B. cepaciaE. coli, S. aureus ATCC 25923, CV026 y NTL4 fueron crecidas
en Luria-Bertani o LB (LB: triptona 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 1% y NaOH para
neutralizar el pH) a 37°C o 28°C de acuerdo a la temperatura éptima de crecimiento de cada
organismo. Para evaluar actividad antimicrobiana se utiliz6 Mueller Hinton (Britania) ajustado
con cationes Ca** y Mg.de acuerdo a los requerimientos del fabricante. Los ensayos de
motilidad se llevaron a cabo en medio minimo FAB (mM): 0.1 CaCl,, 0.01 Fe-EDTA, 0.15
(NH4)S0Qy4, 0.33 NaHPO,4, 0.2 KH,PO,4, 0.5 NaCl y se agregd casaminoacidos 1% (g/vol.) y
MgCl, 1 mM. Las cepas de Linea celular murina

2.3. Linea celular
2.3.1. Linea celular murina

La linea celular de macrofagos murinos, Raw 264.7, fue crecida a 37°C y 5% C02-95%
aire, en medio Dulbecco's modificado Eagle's medium (DMEM), conteniendo suero fetal bovino

al 10% (vol./vol.) (FBS, Bioser, Argentina), 2 mM glutamina, 100 1U/ml penicilina and 100 pg/ml

estreptomicina.
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2.3.2. Linea celular humana

Las células Calu-3 se crecieron en monocapa en botellas de cultivo de 75 cm?con medio
de cultivo DMEN (Gibco, Invitrogen) suplementado con 10% de SFB (Gibco, Invitrogen), 50
pg/mL gentamicina (Gibco, Invitrogen), 2 mM de glutamina (Gibco, Invitrogen) y amino acidos

esenciales (Gibco, Invitrogen).
2.4. Congelamiento y descongelamiento de las células
2.41. Descongelamiento

El criotubo conteniendo las células, fue retirado del nitrégeno liquido y se sumergidé en un
bafio de agua a 37°C con agitacién constante. Inmediatamente después del descongelamiento,
las células se pasaron a una botella de 75 cm® con 10 ml del medio de cultivo descripto
anteriormente. A las 2 o 3 horas, una vez adheridas al fondo, el medio fue reemplazado por
medio fresco, para eliminar los restos de DMSO (dimetil sulféxido) presentes en el medio de
congelamiento.Las células se dejaron crecer en estufa a 37°C, con una atmodsfera de aire

saturado de agua y con 5 % de CO2.
2.4.2. Congelamiento

Con el fin de preservar las caracteristicas originales de la linea celular, luego del
descongelamiento y replicacion, se procedié a congelar parte de las células obtenidas. El rango
de concentracion celular utilizado oscilé entre 2 y 8 x 10° cél./ml/criotubo. Las células
subconfluentes se trataron con una solucion de tripsina-EDTA (0,25 % tripsina / 0,02 % EDTA
en PBS 1X), aproximadamente durante 5 minutos, hasta que las células se disgregaron. Luego
se inactivo la tripsina utilizando medio de cultivo suplementado con 10 % de suero fetal bovino
y las células se centrifugaron a 400 xg durante 5 minutos. El el medio sobrenadante se
descarto y se resuspendieron las células en medio de congelamiento (10% DMSO, 50% suero
fetal bovino, 40% de medio DMEM). Posteriormente, se incubaron en hielo durante 15 min,
luego se almacenaron a —70°C durante 16 horas (dentro de un recipiente de telgopor para
disminuir la pendiente de congelamiento) y finalmente a —196°C, en un termo con nitrégeno

liquido.
2.4.3. Compuestos y reactivos empleados

Los compuestos quimicos empleados en este estudio fueron forbol 12-miristato 13-
acetato o PMA (Sigma, St. Louis, USA), formaldehido (Merck Quimica Argentina S.A.l.C,
Argentina), acido carnésico (CA), carnosol (CS), y acido rosmarinico (RA) (Alexis Biochemicals,

Lausen, Switzerland); xilitol y tobramicina (provisto por el Laboratorio Pablo Cassarad S.R.L.);
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indometacina (Montepellier, Argentina). Estos fueron agregados a las dosis indicadas en cada
experimento. Plantas de R. officinalis, fueron obtenidas de la provincia de San Luis, Argentina.
Los discos de antibidticos (ug/ml) GEN 10; CAZ 10 y TOB 30 fueron empleados para conocer

la resistencia antibiética de las cepas.
2.4.4. Preparacion de los extractos de romero

Para la obtencion del extracto etandlico de romero, se empled el método de extraccion
por Soxhlet como describe Moreno y col.(Moreno S 2006). La extracciéon Soxhlet consiste
basicamente en el lavado sucesivo de una mezcla soélida con un determinado solvente, que va
extrayendo de la mezcla, los componentes mas solubles en él. Mediante el lavado sucesivo de
la mezcla, se extraen componentes cuya solubilidad en el solvente extractante es muy baja,
debido al efecto acumulado de las multiples extracciones. Este método es ampliamente
utilizado para la extraccion de compuestos fitoquimicos. Una vez obtenido el extracto de
romero, se corrobord la composicion del mismo mediante la técnica de cromatografia de alta
presion o HPLC equipado con una columna de fase reversa C-18, para determinar la presencia

de compuestos fendlicos (Moreno S 2006).

2.5.Ensayo de viabilidad

La bacteria se crecidé previamente en Luria-Bertani (LB) durante toda la noche a 37°C y
250 rpm. Posteriormente se resuspendié el precipitado a una D.O gynmequivalente a 0.01 en
medio Mueller Hinton ajustado con cationes como indica el fabricante (DIFCO), en presencia o
ausencia de los compuestos en estudio a las dosis indicadas. Los cultivos fueron sometidos
durante 24 h a 200 rpm a 37°C y a distintos tiempos, se tom6 100 yl de la muestra y se leyo el
crecimiento en un espectofotémetro a 600 nm de longitud de onda. Los resultados obtenidos se
representaron graficamente como D.O 600 nm vs horas, para correlacionar el crecimiento en
funcion del tiempo. Para el ensayo viabilidad en placa de Petri se empled el mismo medio al
que se le adiciond agar al 1.8%. Al momento de utilizar el medio se calenté para derretir el agar
y una vez que alcanz6 la temperatura ambiente se le agregd las concentraciones de los
compuestos sefialadas. Una vez que solidificd se agregaron 5x10*UFC/mI de cada una de las
cepas bacterianas mencionadas. Para determinar la susceptibilidad a los antibidticos se realizé
un césped de cada una de las bacterias con un hisopo estéril partiendo de un cultivo crecido
toda la noche y se agregaron los discos de antibidticos a las placas. Los resultados se

revelaron luego de 24 h de crecidas las bacterias a 37°C.
2.6. Determinacion de formacion de biofilm y tincidon con cristal violeta.
Los ensayos de biofilm se llevaron a cabo sobre placas de poliestireno. Para ello las

bacterias fueron crecidas en agitacién en LB a una temperatura constante de 37°C y a 200

rpm. Luego de 24 h, se registrd la densidad optica a 600nm, y se diluyd el cultivo en medio
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minimo FAB o LB a 0.01. Una alicuota de 150 pl de los cultivos fueron colocados en pocillos de
placas de poliestireno (96 pocillos) junto con el compuesto en estudio a las dosis indicadas en
los ensayos. Luego de 24 horas de incubacién estatica en una estufa a 37°C, se procedi6 a
medir el biofilm formado. El biofilm se cuantificd utilizando una modificacién de la técnica de
tincién con cristal violeta descripta por O” Toole (O'Toole et al 1999). Brevemente, al finalizar el
tiempo de incubacién se aspiraron cuidadosamente de los pocillos las bacterias no adheridas
(las que no desarrollaron biofilm) empleando una pipeta multicanal y se lavaron una vez con
una solucién estéril de NaCl 0,9%. Luego se los incubd por 30 min con 150 ul de una solucion
0,1% de cristal violeta (CV) y se los lavé dos veces con agua destilada. La cuantificacion de
bacterias unidas fue realizada agregando 200 pl de etanol 95% a cada pocillo tefiido con CV
para lograr solubilizar el pigmento y luego se medi6é la absorbancia utilizando un lector de
ELISA a 570 nm (7520 microplate lector, Cambridge Technology, Inc.). El ensayo fue repetido
tres veces por quintuplicado. Para graficar los resultados se relativizd el biofilm con el

crecimiento con las DO de las bacterias:

CV570
DO600

Biofilm relativo =

donde CV es la medicion del colorante cristal violeta a 570 nm relativizado con la densidad

optica a 600 nm que corresponde al crecimiento de la cepa.

2.7. Susceptibilidad del biofilm formado por PAO1 en presencia de CA y tobramicina.

El efecto de la tobramicina sobre el biofilm de PAO1 formado en presencia de CA fue
determinado de acuerdo a Al-Bakri con algunas modificaciones (Al-Bakri et al). El ensayo
consistio en tomar 100 pl de medio minimo suplementado con casaminoacidos, conteniendo
0,01 (O.Dggo nm)de bacterias a las que por un lado se crecieron en presencia de CA (5 ug/ml) y
otras unicamente en medio minimo (control). Al dia siguiente se removio el cultivo y se agregé
a un grupo medio fresco sélo, a otro medio con CA (5 pug/ml) o medio con TOB(10 pg/ml),
dejando la placa a 37°C por 24 horas mas. La cuantificacion de biofilm se realizé de la misma
manera descripta anteriormente, empleando CV y normalizando el valor obtenido con el
crecimiento bacteriano, y se colocé en una placa de 96 pocillos, dejandola por toda la noche a

37°C. El porcentaje de bacteria unida se cuantifico por cristal violeta (Caiazza & O'Toole 2004).

2.8. Ensayos de motilidad

2.8.1. Swimmingy swarming

El swimming y el swarming se examinaron sobre placas que contenian 0.3% y 0.5% (g/l)
de agar respectivamente. Los compuestos evaluados se incorporaron a la placa a las

concentraciones finales indicadas en medio LB de acuerdo al compuesto en estudio. Todos los
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experimentos de swimming y swarming se repitieron 3 veces en ensayos independientes. Las
placas se inocularon con 2ul de un cultivo crecido durante toda la noche en medio LB a 37°C y
con agitacion a 200 rpm. Para observar si la motilidad se encontraba afectada por los
compuestos estudiados, las placas de swimming se incubaron durante 20 h a 37°C (Overhage
J 2008 )(Murray & Kazmierczak 2006). Las placas de swarming se secaron durante una hora
antes de la inoculacién con la bacteria y se incubaron a 30°C de acuerdo a la bibliografia
(Tremblay & Deziel 2008).

2.8.2. Twitching

El twitching fue evaluado por el método descripto por Semmler (Semmler et al 1999). Las
cepas se crecieron durante toda la noche a 37°C en medio LB y al dia siguiente se inocularon
atravesando la capa de agar (1,5%) con un palillo llegando hasta la base de la placa de Petri.
Posteriormente, las placas inoculadas, se crecieron durante toda la noche a 37°C para
visualizar la zona de twitching, la cual se desarrolla como un halo alrededor de la colonia entre
el agar y la superficie de la placa. Para poder visualizarlo, se colocaron 6 capas de papel de
filtro Whatman™ con el objetivo de deshidratar el agar. Luego de 2 h se removio el papel y se
tinieron con coomassie brilliant blue 250 al 1% durante 20 minutos (Shan et al 2004). Las
placas fueron decoloradas por 3 horas con 10% de etanol y 10% acido acético, y se las dejé

secar durante 1 hora a temperatura ambiente.
2.8.3. Ensayo de swarming empleando filtros de papel impregnados con CA.

Para determinar si el CA podria repeler el swarming bacteriano, se impregnaron discos
de papel de filtro Whatman™ con una solucion de CA. Los filtros (filtros de papel 40, Ashless;
Whatman) se cortaron con un sacabocados de 7 mm y se esterilizaron por autoclave. Los
discos se impregnaron con las dosis de CA indicadas, y se secaron a temperatura ambiente en
flujo laminar, protegidos de la luz, y asépticamente ubicados sobre las placas de swarming
antes de la inoculacion bacteriana (O'May C 2011 ). A distintos tiempos se inspeccionaron las
placas para observar que ocurria con el desplazamiento de la bacteria sobre la placa. El

experimento se realizé por triplicado, dos veces.

2.9. Medicion de factores de virulencia

2.9.1. Extraccion de piocianina

La cepa PAO1 crecida toda la noche a 37°C en medio LB, se diluyd a una ODggofinal de
0.2 e incubado con diferentes concentraciones de xilitol por 24 h en 4 ml de LB. La piocianina
fue extraida con 1.5 ml de cloroformo. El cloroformo fue transferido a un tubo limpio y se le
agreg6 0.8 ml de 1 N HCl y se lo agité para extraer la piocianina a la fase acuosa, dando como
resultado una coloracién rosada. La cuantificacion de piocianina se realizé a ODy4g VY la

concentracién se determind multiplicando esa medida por 17.07 (Drenkard 2003).
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2.9.2. Medicién de la actividad de las proteasa

La actividad de las proteasas producida por P. aeruginosa se determiné empleando el
método descripto por Al-Ansari, S.M. Una alicuota de 125-pl de una solucién de 2% de
azocaseina en buffer Tris pH 7.8 (100mM), se incub6 con 75 ul del sobrenadante bacteriano
tratado o no con el compuesto en estudio, a 37°C a distintos tiempos durante 120 min en lector
de ELISA a 440 nm y se expreso en funcion de la muestra control expresada en %. El ensayo

se repitio tres veces por quintuplicado.
2.9.3. Ensayo de actividad de LasA en sobrenadantes de PAO1

La presencia de la enzima LasA, fue determinada empleando un cultivo de
Staphylococcus aureusinactivados por calor. Brevemente, 30-ml de un cultivo crecido en LB
toda la noche a 28°C se hirvié por 10 min a 10,000 x g. El pellet resultante se resuspendié en
10 mM de Na,PO, (pH 7.5) a una DOgqo aproximada de0.8. Luego, 100-ul del sobrenadante de
PAO1, crecido en presencia del compuesto en estudio fue agregado a 900 pul de la suspension
de S. aureus. La actividad de la proteasa LasA se registré a una DOgy a distintos tiempos

durante 45 minutos.
2.9.4. Ensayo de elastasa LasB

La actividad elastolitica de P. aeruginosa fue evaluada empleando elastina rojo congo
(ERC, 15 mg/ml of Sigma, Mo.) (Rust et al 1994). La bacteria fue crecida toda la noche en
medio LB y se inoculd 2 pl sobre la placa que contenia el compuesto en estudio disuelto junto
con ERC, LB-agar (1.8% w/v). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 y 48 h, para
visualizar el halo de actividad de LasB alrededor de la colonia (Figura 1). Sobre la placa se
inoculd 2ulde la bacteria sobre una placa conteniendo elastina-rojo congo con o sin el
compuesto a estudiar (A). Las placas se examinaron a las 24 y 48 h para ver la presencia del
halo de inhibicién (B).

A

Figura 1. Esquema representativo del ensayo de LasB con elastina rojo congo.

Los datos fueron procesados tomando la relacién entre el diametro del halo y el diametro de la
colonia y se relativizd el area de degradacion con el area total correspondiente a la placa de

petri. El ensayo se realiz6 3 veces y se promedid los valores obtenidos.
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2.10. Obtencion y deteccion de AHL

2.10.1. Extraccion de AHLs a partir de un cultivo de P.aeruginosa PAO1.

Las AHLs se obtuvieron a partir de sobrenadantes de cultivo de PAO1. Para ello se tom6
2.5 ml de cultivo crecido toda la noche en presencia o ausencia de los compuestos en estudio.
La bacteria se removidé por centrifugacion a 10000 rpm. El precipitado fue descartado vy el
sobrenadante se traté dos veces con iguales volumenes de acetato de etilo-0.1% acido acético.
La fase que contenia las AHLs se retuvo y se evaporé hasta la sequedad en un concentrador
(Eppendorf concentrador 5301). El precipitado resultante se disolvié en 100 ul de acetato de
etilo calidad HPLC (Shaw et al 1997).

2.10.2. Cromatografia en placa delgada

Luego de la extraccion de AHLs del sobrenadante de PAO1, se tomaron 4 pl y se
aplicaron en una placa C18 de fase reversa (placa de 200 mm; Merck) y los cromatogramas se
desarrollaron con metanol/agua (60:40, vol/vol) hasta que el frente de corrida llegé a la parte
superior de la placa quedando por debajo de los 2 cm de altura. Luego, se dejoé evaporar el
solvente y las placas se secaron a temperatura ambiente. La placa cromatografia fue cubierta
con la cepa NTL4 o CV026, indicadora de homoserin lactona. Para ello un cultivo de 5 ml de
NTL4 (pZLR4) o CV0O26, se inoculé con 50 ml de medio AB o LB, de acuerdo la cepa, crecido
hasta la fase exponencial tardia. Los 50 ml de cultivo se agregd a 100 ml de medio conteniendo
1.5 g de agar derretido. Cuando se empled NTL4 (pZLR4) se agregd 80 pg/ml de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil pB-D-galactopiranoside (X-Gal) al medio de cultivo. El cultivo se mezclé
vigorosamente para favorecer la distribucion homogénea de las bacterias y se esparcio sobre la
placa cromatografica para producir una capa uniforme de agar. Una vez solidificado el agar, la
placa se cubrié y se incub6 a 28°C en una caja plastica esterilizada dejandola por 24-48 h

hasta que se visualizé el desarrollo de color indicador de presencia de AHLs.
2.10.3. Ensayo de p—galactosidasa

Para determinar actividad de p-galactosidasa empleando una modificacién del método de
Miller (Miller 1972) por Zhang y Bremer (Zhang & Bremer 1995). El protocolo consiste en
crecer las bacterias bajo las condiciones de estudio elegidas, es decir en presencia o ausencia
del compuesto en estudio durante toda la noche. Luego de 24 h se registré la densidad celular
del cultivo de bacterias a una D.O de 600nm, de alli se tomaron 20 ul y se mezclaron junto con
80 pl de la solucion de permeabilizacion, soluciéon que contiene detergente para fragmentar la
membrana celular, dejando las enzimaB-Gal libre y asi poder obtener un registro de su
actividad Luego de la incubacion durante 20 minutos a 30°C, se afiade 600 pl de la solucion
que contiene el sustrato ONPG, y se deja hasta que se observa un color amarillento de la
suspension, debido a la hidrdlisis del ONPG dando como resultado o-nitrofenol. La reaccion

ocurre dentro de los 30 a 90 minutos iniciada la reaccion. Una vez que vira la solucion se
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afiade 700 pl de la solucion "stop", se registra el tiempo que fuga la muestra para decantar el
detritus celular registrandose finalmente la absorbancia a 420 nm. Se considera aceptable una

absorbancia de 420 nm entre 0.05 y 1.

Las unidades de Miller se calcularon mediante la siguiente féomula:

1000 x (ABS420)

(Absggg del cultivo) x (volumen 0.02 ml) (tiempo de reaccién)

Composicion de las soluciones empleadas:

Solucién de permeabilizacion: Na,HPO, (100 mM); KCI 20 mM;MgSO, 2mM; CTAB (bromuro
de hexadecil tri-metil-ammonio) 0.8 mg/ml, de oxicolato de sodio 0.4 mg/ml; L-B-mercaptoetanol
5.4 pl/mL.

Solucién sustrato: Na,HPO, 60 mM; NaH,PO, 40 mM; O-nitrofenil-B-D-galactosido (ONPG) 1
mg/ml; b-mercaptoentanol 2.7 ul/mL.

Solucidon Stop Se empledé carbonato de sodio 1M (Na,COs). El pH de la soluciéon stop

denaturaliza la B-Gal y duplica la intensidad del color de la reaccion.

2.11. Preparacion de células electrocompetentes procariotas
2.11.1. Condiciones de cultivo

Las células electrocompetentes PAO1 se prepararon de acuerdo al protocolo descripto
por “Methods in molecular Biology”(Nickoloff 1995). El método consiste en inocular 10 ml de
medio LB con una colonia de PAO1. Luego de crecer toda la noche a 37°C a 200 rpm, se tomo
1 ml de ese cultivo para agregarlo a 50 ml de LB fresco, bajo las mismas condiciones
mencionada anteriormente, hasta alcanzar una D.Ogggnm de 0.5-1. A partir de alli se procedié

como se describe a continuacion:
De esa suspension se tomo 20 ml y se lo centrifugdé a 2300 g durante 10 minutos a 4°C.

1. Se removio, se descarté el sobrenadante y se resuspendié suavemente en 20 ml de
medio MEB (Hepes 0.240 g/Il, MgCl,.H,O 0.203 g/l) frio. Se centrifugé a 2300 g a 4°C
durante 10 minutos. Este paso se realizé dos veces.

2. El medio MEB fue removido y se resuspendié en 1 ml de ese mismo medio frio y se
centrifugd a 2300 g a 4°C durante 5 minutos.

Luego de remover el sobrenadante, el precipitado se resuspendié en 100 [l de MEB.

Esto se guarda a -80°C hasta su uso.
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2.11.2. Preparacion de ADN plasmidico

1. Se creci6 E.coli, que llevaba el plasmido pME3846 y pME3853 37°C durante 20 horas en 5
ml de LB con el antibiético correspondiente.

2. Se tomaron 1,5 ml del cultivo y se lo centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto

3. Se descarto el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en buffer TE 10 mM (Tris-Cl,
1 mM EDTA, pH 7.5).

4. Luego se realizd una hidrdlisis alcalina agregando una solucion de NaOH 0,2M y SDS 1%
(m/v). Se mezclé por inversion.

5. Se agrego una tercera solucion de AcNa 3M y AcK 5M.

6. Se incubd la mezcla por 5 minutos a temperatura ambiente

7. Se centrifugd a maxima velocidad durante 10 minutos para separar el precipitado de ADN
cromosomal y proteinas.

8. El sobrenadante se incub6 con ARNasa por una hora a 37°C.

9. Al finalizar esta incubacion se separ6 el ADN de la enzima mediante una extracciéon con
cloroformo.

10. Para precipitar el ADN se agrego 0,7 volumenes de isopropanol y la incubacion del mismo a
-20°C durante 40 minutos.

11. Se centrifugd la mezcla y al pellet obtenido se lo lavé con etanol 70% y resuspendié en 20

pl de agua miliQ.

2.11.3. Transformacion de células electrocompetentes

Para obtener bacterias transformadas se agregaron a 40 pl de células
electrocompetentes entre 1 y 4 pl de los pldsmidos en un rango de 50 a 200 ng/ul. Se incubé
por unos minutos la mezcla en hielo y las bacterias se electroporaron utilizando en todos los
casos, los siguientes parametros: 25uF, 2,5 kV y 200 Q. Se dejaron recuperando en SOC
(triptona 20 g/l; extracto de levadura 5 g/l; NaCl 0.5 g/l; KCI 2.5 g/ly glucosa (1M) 20 mi/L)
durante1 hora a 37°C. Posteriormente se colocé en una placa con el antibidtico de seleccién y
se lo incubd a 37°C por 24 h.

2.12. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas fue medida por el método de Bradford (Bradford 1976).
213. Evaluacién de la actividad anti-inflamatoria in vivo.
2.13.1. Consideraciones bioéticas:

Se emplearan ratones de la cepa Balb/c de 20-25 g de peso. Los mismos seran alojados
bajo condiciones estandares de laboratorio. Descripcién de la sala: la misma esta provista de
aire acondicionado con 10-15 cambios de aire por hora. La temperatura y humedad relativa de

las habitaciones varian de 22 + 3°C y 30-70% respectivamente. Se someteran a los animales a
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fotoperiodos de 12 h. luz-12 h. oscuridad y se colocaran en jaulas de acero las cuales tendran
un maximo de 4 ratones, 1 por cada tratamiento. Las jaulas poseen camas de viruta limpia
controlada microbiolégicamente. Se administrara alimento de mantenimiento (GEPSA FEEDS -
CARGILL) y agua ad libitum. EI nUmero de animales de experimentacion no excedera mas de
la cantidad dispuesta por la Academia Nacional de los Estados Unidos (National Academy of
Sciences, Washington, USA, 1996). El estudio asegura el correcto cumplimiento de todos los
procedimientos operativos estandares involucrados y se encuentra bajo los lineamientos de las
buenas practicas de laboratorio (OECD, Paris, 1998), y de acuerdo a las recomendaciones
sobre el uso y cuidado de los animales de laboratorio de la Academia Nacional de los Estados
Unidos (National Academy of Sciences, Washington, USA, 1996).

2.13.2. Modelo de edema plantar inducido por formaldheido

Se llevaron a cabo ensayos para evaluar los efectos de un extracto etandlico sobre la
inflamacion aguda. El protocolo empleado fue el descripto por Suleyman et al., 2002 (Suleyman
et al 2002), con algunas modificaciones. La inflamacion aguda fue inducida por inyeccion de 20
pl of formaldehido al 3% en buffer fosfato salino (PBS) en la region sub-plantar de ambas
patas. El control recibié Unicamente el vehiculo. A las 2 h, la pata izquierda fue tratada con 10
pl of RETOH (12 mg/ml) (ver Esquema 2.1).

Inyeccion de

Inyeccién .
de formaldehido (3%)
formaldehido luego de 2h

Inyecciéon de RETOH
(10 ml) +y/o aplicacion
tépica

Esquema 2.1. Imagen representativa del modelo de edema plantar inducido por formaldheido

Los ratones se dividieron en grupos, para evaluar los diferentes métodos de
administracion. El primer grupo recibié aplicacion tépica, al segundo se le inyectd el compuesto
y el tercero recibi6 ambos tratamientos (aplicaciéon topica e inyeccion). Luego de 4 h, los
ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical, y se midié el didmetro del edema con un

calibre. Para determinar la proporcidon de edema reducido se empled la siguiente ecuacion:
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EP
Reducciéndel Edema(%) = 100-| ___ y 100

A

donde EP es el edema producido, siendo la diferencia entre los diametros de las patas
derechas e izquierda (pata derecha-pata izquierda) de los animales con el mismo tipo de

aplicacion.
2.13.3. Modelo de edema de oreja de ratén

El modelo empleado fue el descripto por Della Loggia et al., 1994 (Della Loggia et al 1994)
Esquema 2.2. La actividad anti-inflamatoria se evalu6 enratones Balb/c (n=10 por grupo)como
la inhibicién del edema inducido por PMA(25 ng/cmz). Este agente irritante fue aplicado sobre la
superficie cutanea interna de ambas orejas y esta condicién fue considerada como el 100% de
la actividad inflamatoria. Las dosis estudiadas para el ensayo fueron de 0,10, 20, 100, 250,
500, o 1000 pg/cm2 de RETOH vy 2, 10 or 20 pg/cm2 para CA o CS y se aplicaron tépicamente
en la cara interna de la oreja derecha del ratén, 30 min posterior ala aplicacion del inductor
inflamatorio. Como control de actividad anti-inflamatoria conocida se empled indometacina.
Luego de cuatro horas terminado el experimento los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical y se removié con un sacabocados (6 mm &) un segmento de cada una de las orejas

para su posterior analisis.

PMA + compuesto PMA (izq)
(der) o

Esquema 2.2. Imagen representativa del edema de inflamacion en oreja de ratén.

La actividad anti-inflamatoria (Al) fue determinado como:

Peso del control - Peso del tratado
Al= x 100%
Peso del control
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Dénde: Peso del control corresponde a: peso del segmento derecho — peso de la segmento

izquierdo de los animales controles

Peso del tratado corresponde a: peso de la oreja derecha — peso de la oreja izquierda de los

animales a los que se les dio la misma dosis de compuesto a estudiar.

La actividad anti-inflamatoria se expres6 como porcentaje del edema reducido en los tratados
comparados con los controles. La dosis efectiva 50% (ECsy) se determiné empleando una

regresion no lineal empleando una curva dosis respuesta no sigmoidea.
2.13.4. Ensayo de irritabilidad dérmica.

El ensayo de irritabilidad dérmica fue realizado por un laboratorio tercerista, Microquim.
Brevemente el estudio fue desarrollado en conejos machos, sanos, de la raza Nueva Zelanda,
con un peso no menor a 1,5 Kg, llevandose a cabo una prueba aguda de exposicién simple. Se
aplicaron 30 mg/cm? de extracto de romero etandlico sobre la piel previamente rasurada de los
animales. La formacion de eritema y edema fue observada a las 0,5, 1, 24 ,48 y 72 horas

después de finalizada la exposicién, que fue de 4 horas.
2.14. Preparacion de ARN y sintesis de ADNc
2.14.1. Extracciéon de ARN.

Se realiz6 la extraccion de ARN a partir de orejas de raton tratadas o no con los
compuestos en estudio empleando TRIZOL® (Invitogen). Para cuantificar la cantidad de ARN y
corroborar su calidad en cada muestra se hicieron electroforesis en geles de agarosa al 1,5%.
Antes de realizar el gel se limpié todo el material con una solucion de NaOH 0,5M por 30

minutos y luego se enjuago con agua MiliQ.
Tratamiento con RQ1 DNAasa (Promega), para eliminar el ADN de las muestras:

1. 10 pl de ARN, 1 pl de enzima y 1 ul de buffer
2.30 mina 37 °C

3. agrego 1 ul de solucién stop

4. 10 mina 65 °C

2.14.2. Sintesis de ADNc

ARN tratado con DNAasa 5 pl

H20 miliQ 7 pl

La mezcla se incubd durante 5 min a 70 °C y 5 minutos en hielo.
Luego se agreg6 la siguiente mezcla:

Buffer 5X 5l

dNTPs 10 uM 5yl

o gk~ wDd =
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7. M-MLVRT 1yl
8. RNA sin 1yl
9. Se incubd todo por 1 hora a 43 °C.

Las PCRs para determinar la expresion de los genes a partir del ADNc fueron realizadas con

los oligonucleétidos especificados.
2.14.3. Analisis por RT- PCR

Una vez obtenidas las muestras se guardaron rapidamente en nitrégeno liquido para
luego ser homogenizadas en TRIZOL (Invitrogen) siguiendo el protocolo descripto por el
fabricante. EI ARN se obtuvo empleando el Total RNA kit (Bioamerica, Inc.) y se determiné la
concentracion de ARN midiendo la absorbancia a 260/280 nm. Las muestras se almacenaron a
-70°C hasta su uso. EI ADN complementario fue sintetizado a partir de una reacciéon de
retrotranscripcion a 42°C durante 60 min en un ciclador térmico T-18 (IVEMA). Los cebadores
fueron disefiados en base a la cadena complementaria de ADN, las secuencias para COX-1,
COX-2, IL-1B, ICAM-1, TNF-q, fibronectina, y gliceraldehido-3 fosfato dehidrogenasa (G3PDH).
Las secuencias de los cebadores para la reaccién en cadena de polimerasa (PCR) fueron las

siguientes:
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Gen secuencia 5°-3 fr:;nmg:::?od(g:o) uso

cox-18 TGC ATG TGG CTG TGG ATG TCA TCA A 450 RT-PCR
cox-1 AS CAC TAA GAC AGA CCC GTC ATC TCC A RT-PCR
cox-2 S ACT CAC TCA GTT TGT TGA GTC ATTC 583 RT-PCR
cox-2 AS TTT GAT TAG TAC TGTAGG GTTAAT G RT-PCR
IL-1B, S TGC AGA GTT CCC CAA CTG GTACATC 387 RT-PCR
IL-1B, AS GTG CTG CCT AATGTC CCC TTG AATC RT-PCR
TNF-a, S ACA AGC CTG TAG CCC ACG 428 RT-PCR
TNF-a, AS TCC AAA GTA GAC CTG CCC RT-PCR
ICAM-1, S TCG GAG GAT CAC AAA CGA AGC 471 RT-PCR
ICAM-1, AS AAC ATA AGA GGC TGC CATCAC G RT-PCR
fibronectina, S GCA ACG TGT TAT GAC GAT GG 253 RT-PCR
fibronectina, AS CTA ACG GCATGA AGC ACT CA RT-PCR
G3PDH, S TGA AGGTCG GTG TGA ACG GAT TTG GC 983 RT-PCR
G3PDH, AS CATGTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC RT-PCR

bp: pares de bases; S: sentido; AS: antisentido

La amplificacion fue realizada empleando 25 uL de la mezcla de reaccién a 94°C por 15—
60 s, 50-68°C for 30-60 s, y 72°C por 45-90 s con 28 ciclos parar IL-1B y 35 ciclos para los
otros genes. Luego de la amplificacién, se tomo6 10 uL de la de PCR y se analiz6 en un gel de
agarosa al 1.5% mediante la técnica de electroforesis. Las bandas se visualizaron empleando
el colorante GelRedTM solution (Biotium). Las intensidades se normalizaron comparando la

expresién del gen con el gen constitutivo, G3PDH y representados como indice relativo.
2.14.4. Geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa fue utilizada para la visualizacion y separacion de
los fragmentos obtenidos por: extraccion de ADN, de ARN, de plasmidos, ensayos de
restriccion 6 amplificacion de fragmentos. Generalmente se utilizé la agarosa entre 0,8 a 1,5%

dependiendo en cada caso del tamafio esperado, conteniendo Gel red (Biotum) al 1%.
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2.15. Medicion de la concentracion de nitritos en la linea celular RAW 264.7.

Las células RAW 264.7 fueron crecidas en places de 96-pocillos y crecidas a un 80% de
confluencia. El medio fue remplazado con medio fresco sin suero, y se estimularon las células
con 1 ug/ml de LPS de Pseudomonas aeruginosa LPS (Sigma, USA). Se incubaron los
compuestos, dos horas antes de la incubacion con LPS a las siguientes dosis: 12.5, 25 o 50
pg/ml of RETOH o 3.125, 6.25, 12.5 or 25 pg/ml of CA o CS. La viabilidad celular fue
asegurada por empleando el colorante azul tripan. La acumulacién de nitritos en los
sobrenadantes de las células RAW 264.7 se midié utilizando el método de Griess (Yoon et al
2009). Se tomaron 50 pl of 1% sulfanilamida disuelta en 5% de acido fosférico y and 50 pl of
0.1% N-(1-naftil)-etilenediamina en agua y se agregé 50 de medio de cultivo. Luego de 10 min.
de incubacion a temperatura ambiente es midi6 la absorbancia a 570 nm en un
espectrofotometro. Para calcular la concentracion de nitritos se emple6é una curva estandar

realizada con nitrito de sodio como compuesto de referencia.
2.16. Analisis histologico.

Para el estudio histopatolégico se tomaron muestras tratadas o no con los compuestos
en estudio. Las mismas se fijaron toda la noche con 4% de formaldehido, y se procesaron para
su posterior andlisis por los métodos estandares, y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E).

El analisis semicuantitativo bajo microscopia optica fue realizado por un médico patélogo.
2.17. Ensayo de adhesion bacteriana sobre células Calu-3.

Las célulasCalu-3, fueron utilizadas dado a las caracteristicas que presenta esta linea
celular: son tipo serosas con alta resistencia (1,000-2,000 V-cm2), crece a confluencia, y las
células expresan un CFTR funcional en cantidad en la parte apical de la célula (lllek et al
1996),formando unions fuertes o “tight junctions”, quedando polarizadas y el CFTR del lado
apical (Shen et al 1994). Estas células fueron mantenidas en medio Eagle-Dulbecco modificado
(Sigma, St. Louis, MO) suplementado con 10% de suero fetal bovino (University of California,
San Francisco Cell Culture) en una atmdsfera humeda con 5% CO2-95%. Las células se
crecieron a 80% de confluencia y se tripsinizaron con una solucién de 0.25% tripsina-0.1%
EGTA por 5-15 minutos y pasé 1:5 de la dilucién que contenia las células y la suspensidn
remanente se sembrd directamente sobre una placa de 24 pocillos a una densidad de 10°
cellsicm?®. Las células se dejaron crecer en pequefas islas para investigar la adhesion a los

bordes libres de la monocapa hasta la realizacién del ensayo.

La bacteria empleada para el estudio fue P. aeruginosa PAO1 que lleva el gen que
codifica para la verde fluorescente GFP (Bloemberg et al 1997)y se mantuvo en medio LB-agar
hasta su uso. Cuando se llevé a cabo el experimento, previamente se creci6 a PAO1 en LB
liguido a 37°C a 200 rpm durante toda la noche se centrifugd, para eliminar el sobrenadante y

se resuspendié a una OD de 0,1 (OD 600 nm) incubandose con xilitol a la dosis indicada.
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Luego de que se incubd durante toda la noche a 37°C y 200 rpm, se lavo la bacteria en
medio Ringer (NaCl 135 mM; MgSO, 1.2 mM; CaCl, 2 mM CaCl, 2 mM; K;HPO,4 2.4 mM;
KH,PO,4 0.6 mM; Hepes 20 mM; Glucosa 10 mM) dos veces, resuspendiéndose el precipitado a
una concentracion final estandarizada de 10% unidades formadoras de colonia (cfu)/ml
equivalente a 0.1 absorbancia, 650 nm. Las células PAO1-GFP tratadas o no con xilitol se
inocularon a una concentracion de 108 cfu/ml y se dejé durante 1 h a 37°C en estufa de cultivo,
para permitir la adhesion a las células Calu-3. Luego de 1 h se lavé el cultivo con P. aeruginosa
para eliminar la bacteria débilmente unida. La adhesion se visualizé por microscopia de
fluorescencia (Nikon) (Lee et al 1999) de 10 campos por muestra. Los datos se procesaron con

el programa ImageJ 1.42.
2.18. Ensayo de toxicidad MTS

Con el objeto de estudiar el efecto del sobrenadante de PAO1 sobre la actividad
metabolica de las dos lineas celulares se realizo el ensayo de toxicidad MTS (sal del tetrazolio
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio).Este ensayo esta
basado en la conversidon de una sal de tetrazolio por enzimas celulares en un producto que es
soluble en el medio de cultivo conocido como formazan. Esta conversién es producida por la
NADH (forma reducida del dinucleétido nicotinamida adenina) producido por la deshidrogenasa
en células metabdlicamente activas. Las células Calu-3 se sembraron en placas de 96 pocillos
a una densidad de 100000 células por pocillo. Se incubaron durante 24 horas antes del ensayo.
Al otro dia se aspir6 el medio y se sustituyé por el sobrenadante de PAO1 a distintos
porcentajes, y previamente filtrado. Las células se incubaron con las muestras durante 4 horas,
tras las cuales seaspiraron y se sustituyeron por 100 pL de medio de cultivo. Se afadieron 20
pL del reactivo MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution) a los pocillos y, tras incubar las
células durante 1 hora, se midi6 la absorbancia a 490 nm en un lector de placas. Los
experimentos se realizaron por cuadruplicado y los resultados se analizaron por ANOVA de una

via. El porcentaje de actividad metabdlica (AM) se determiné mediante la siguiente formula:
AM (%) = (Amuestra/Amedio de cultivo) 100
donde la Amuestra es la absorbancia de la muestra problema.

La morfologia de las células Calu-3 se visualizdé por microscopia empleando un microscopio
Olimpus BX51.

2.19. Medicion de mediadores inflamatorios en Calu3
2.19.1. Medicion de nitritos

Las células Calu-3 fueron crecidas en places de 96-pocillos y crecidas a confluencia en
DMEM suplementada con aminoacidos esenciales. El medio fue remplazado con medio fresco,
y se estimularon con sobrenadante (0-50%) proveniente de un cultivo de PAO1 tratado o no

con xilitol al 7%. La acumulacion de nitritos en los sobrenadantes de las células se midieron
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luego de 4 h de incubacion con el sobrenadante de PAO1 utilizando el método de Griess
(Yoon et al 2009). Para ello se tomaron 50 ul de sobrenadante de cultivo y se agregé a una
solucion conteniendo 50 pl de 1% sulfanilamida disuelta en 5% de acido fosférico y 50 pyl de
0.1% N-(1-naftil)-etilenediamina en agua. Luego de 10 min de incubacién a temperatura
ambiente se midié la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro. Para calcular la
concentracion de nitritos se empled una curva estandar realizada con nitrito de sodio como

referencia.

2.19.2. Especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS) en Calu-3 mediante

microscopia de fluorescencia

La presencia de ROS y RNS se realiz6 en las células Calu-3 mediante andlisis por
microscopia de fluorescencia, empleando diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
(H,DCFDA) como reactivo, y como estimulo inflamatorio sobrenadante proveniente de un
cultivo de PAO1 tratado o no con xilitol al 7%. Brevemente, las células Calu-3, crecidas a
confluencia, fueron tratadas por 10 minutos con H,DCFDA, removiéndose el exceso del mismo
con PBS. Posteriormente, el sobrenadante de PAO1 se agregé al medio de cultivo de las Calu-
3 en el rango de 0 a 50%. La presencia de ROS y RNS fue registrada en un microscopio
Olympus BX51 con una excitacion a 460—480 nm y emision a 495-540 nm, en un periodo no
mayor a los 30 minutos de exposicion al agente inflamatorio. Las imagenes fueron capturadas
con una camara digital Olympus DP72 digital y el software Olympus DP2-BSW. La
fluorescencia obtenida se analizé empleando el software Imaged 1.42. Las muestras se
observaron en el microscopio de fluorescencia (excitacion 460—480 nm y emission at 495-540

nm).
2.20. Medicion de IL-8

Luego de hallar la concentracion efectiva de trabajo, se incubd con los sobrenadantes
bacterianos provenientes de cultivos con xilitol 7%. Las muestras se incubaronhasta 4 horas, se
colectaron los sobrenadante del cultivo celular, se centrifugaron a 4000 rpm y se midi6 la
liberacién del marcador pro-inflamatorio interleuquina 8 (IL-8). La determinacién de la secrecion
de la IL-8 al medio de cultivo se realizé utilizando ensayos comerciales inmunoenzimaticos

(ELISA, Quantikine, R&D systems) siguiendo el protocolo del fabricante.
2.21. Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como la media de + SEM de n experimentos. Para el
analisis estadistico se empleé el test ANOVA para hallar diferencias significativas.
Seguidamente la diferencia significativa entre tratamientos se determiné por test de Tukey. Las

diferencias fueron consideras como estadisticamente significas con un p<0.05.

48



CAPITULO I

49



RESULTADOS

3. Estudio deRosmarinus officinalisy compuestos aislados de esta planta sobreP.
aeruginosa PAO1

En esta primera parte del capitulo se presentan los resultados experimentales de los
efectos obtenidos con dos extractos, uno acuoso (RACU) y otro etandlico (RETOH),
proveniente de hojas frescas de romero y de sus compuestos fendlicos mayoritarios: el acido
carnosico (CA), el carnosol (CS) y el acido rosmarinico (RA) sobre P. aeruginosa
PAO1(Holloway 1955). Posteriormente, se muestra la accién de los mismos sobre aislamientos
clinicos provenientes de pacientes con FQ.

Los resultados previos, obtenidos en nuestro laboratorio, demostraron que el romero
exhibia actividad antimicrobiana frente a cepas Gram positivas (Staphylococcus aureus,
Bacillus megaterium, Bacillus. subtilis, Enterococcus faecalis) y Gram negativas (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Xanthomonas campestris pv campestris) en el
rango de 2-15 pg/ml y 2-60 ug/ml, respectivamente (Moreno S 2006). Los valores de la
concentracion minima inhibitoria (CIM) obtenidas, presentaban una buena correlacion con la
CIM para los compuestos puros como el CA y RA presentes en el extracto metandlico y
acuoso, respectivamente (Moreno S 2006), indicando que la eficacia antimicrobiana de los
extractos de romero se asociaba a su composicion fendlica especifica.

Segun antecedentes bibliograficos sobre la medicina tradicional, las aplicaciones y usos del
romero han estado relacionadas al tratamiento de las diversas patologias como por ejemplo,
las afecciones respiratorias (al-Sereiti et al 1999, Erenmemisoglu A 1997, Oluwatuyi et al 2004).
Debido a ello, se decidié ahondar mas en el conocimiento que hasta entonces se tenia de los
extractos de romero (RE) y sus compuestos fendlicos, sobreP. aeruginosa, dado que esta
bacteria afecta las vias respiratorias de individuos diagnosticados con FQ, y estd netamente
relacionada con el deterioro pulmonar progresivo en estos pacientes. Para ello se abordé el

estudio mediante las siguientes tareas:

. Como primer paso se obtuvieron los extractos RETOH y el RACU de hojas frescas de
romero, mediante la utilizacién de un extractor Soxhlet.

. Seguidamente, se determind la composicién fendlica de los extractos, mediante la
utilizacion de un equipo de cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC (del inglés High
Pressure Liquid Chromatography), equipado con una columna de fase reversa C-18 (HPLC/C-
18) y empleando estandares comerciales de CA, CS y RA.

o Una vez obtenidos los perfiles de la cromatografia liquida y el perfil de la composicion
fendlica de cada uno de los extractos, se llevaron a cabo estudios de efectividad de estos y de
los compuestos puros aislados de romero sobre P. aeruginosa PAO1y se analizaron los
resultados obtenidos.
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3.1. Preparacion y analisis por HPLC de los extractos de romero

Para la obtencion de los extractos de romero (RE), se empledé un extractor Soxhlet cuyos
componentes y estructura se presenta en la Figura 1.1. La técnica de extraccion consiste,
basicamente, en el pasaje sucesivo de un solvente sobre una muestra sélida a fin de extraer de
ella componentes cuya solubilidad en el solvente es muy baja. En el laboratorio se realizaron
extracciones etandlicas y acuosas a partir de plantas de romero proveniente de la provincia de
San Luis, de la Republica Argentina. Las hojas fueron retiradas del tallo y se colocaron sobre
un filtro de papel ubicado dentro del tubo de extraccién. En el balén se coloco el solvente
(etanol o agua),el que fue sometido a la temperatura de evaporacion de cada solvente, con el
fin de generar un reflujo continuo a través del sélido y de esta manera obtener los componentes

concentrados.

Entrada agua

Salida de agua

Fuente de calor

Figura 3.1. Esquema representativo de un equipo Soxhlet. La figura representa un equipo Soxhlet
donde se sefala el flujo del solvente empleado para la extraccion de compuestos. El flujo se evapora y
llega hasta el condensador, donde regresa en forma de liquido impregnando la muestra solida contenida
en el filtro de papel, y retorna al balén arrastrando los compuestos de interés.

Luego de la extraccion, se procedid a la remocion del solvente utilizando un rotavapor, para
concentrar la muestra obtenida en el balén. La composicion fendlica en ambos extractos, se
determiné por HPLC, empleando los estandares comerciales de CA, RA y CS (Alexia) (Figura
1.2.A y B). Los perfiles cromatograficos obtenidos para el RETOH y RACU se presentan en la
Figura 3.2.C y D, donde se sefiala la presencia de CA, RA y CS determinados por el tiempo de
retencion o RT (RT, del inglés Retention Time), obtenido a partir de los estdndares. Como se
esperaba el RETOH, estaba enriquecido de CA y en menor medida de CS (Figura 3.2.B). RA

no fue detectado en el RETOH, mientras que fue el compuesto mayoritario en el RACU junto
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con otros compuestos minoritarios no identificados (Figura 3.2.C). Estos perfiles coinciden con
los obtenidos por otros autores (Romo Vaquero et al 2012) y con los descriptos previamente
(Moreno S 2006).
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Figura 3.2.Cromatogramas obtenidos por la técnica de cromatografia liquida de alta presion, de los
extractos de romero y sus respectivos estandares. Acido carndsico (CA), carnosol (CS), (A); acido
rosmarinico (RA), (B). Los picos 19; 28,2 y 38,7; corresponden al tiempo de retenciéon de corresponden al
RA, CS y CA respectivamente. RETOH (extracto etandlico), C; RACU (extracto acuoso), (D).
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3.2 Analisis sobre los efectos de los extractos de hojas frescas de romero.

3.2.1. Ensayo sobre el crecimiento de P. aeruginosa PAO1.

Para estudiar si los extractos de romero RETOH y RACU presentaban accion
antimicrobiana sobre la cepa PAO1 se empled el método de macrodiluciéon. Durante el ensayo
se utilizé medio Muller Hinton ajustado con cationes (MHCA), de acuerdo a como lo establece
el CCLS (Comité para los estandares clinicos de laboratorio) (CLSS 2001). Previamente la
bacteria se creci6 en LB, se centrifugd y se diluyé a una densidad éptica (D.O.) de 0,01 a 600
nm en medio MHCA (Zampini et al 2005) junto con RETOH o RACU en el rango de 0 a 5
mg/ml. El crecimiento se registré por espectrofotometria a distintos tiempos. Como controles
internos (blancos) se emple6 MHCA mas los extractos sin la bacteria.

Los resultados que se obtuvieron para el extracto RACU (Figura 3.3 A) demostraron que no
posee actividad antimicrobiana a las dosis evaluadas porque las bacterias en su presencia
alcanzaron los mismos valores que el control (sin extracto). En cambio RETOH (Figura 3.3.A),
afecto el crecimiento de manera dosis dependiente y la CIM se logré a 1000 ug/ml dosis a la
cual el crecimiento queddé completamente inhibido. Estos resultados coinciden con los
publicados por Alnamer y col (Alnamer 2013) en la que demuestran por otro método, el de
difusion en disco, que el RETOH inhibe el crecimiento de P. aeruginosa (Alnamer 2013,
Genena 2008).

A su vez, se extendié el analisis a los principales compuestos activos presentes en los
extractos de romero, el CA, el CS y el RA empleando el método anterior. EI RA, compuesto
mayoritario en el RACU, tampoco fue efectivo en PAO1 a las concentraciones evaluadas ni a
concentraciones superiores de 5 mg/ml (Figura 3.3.B). El crecimiento de la bacteria en
presencia de RA coincidia con el control (sin RA). Mientras que, el CA y CS, fueron efectivos.
La CIM para estos compuestos fue de 600 pg/ml y 800 pg/ml, respectivamente (Figura 3.3. C y
D), indicando que el efecto inhibitorio observado con RETOH sobre PAO1 estaria dado por
estos compuestos, ya que el RETOH extraido de las hojas frescas de romero se encuentra

enriquecido principalmente en CA y en menor medida en CS (Figura 3.3.).
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Figura 3.3.Efecto delos extractos de romero y de los compuestos biactivos sobre el crecimiento de
P. aeruginosa PAO1 en medio MHCA. RETOH (extracto etandlico) y RACU (extracto acuoso) (A); RA
(acido rosmarinico) (B); CA (acido carnésico) (C); y CS (carnosol) (D). Los experimentos fueron realizados

por triplicado, N=3. Los valores se expresan como + D.E.

3.2.2. Estudio del romero sobre aislamientos clinicos provenientes de pacientes con
FQ.

A partir de estos resultados, se extendieron los ensayos sobre aislamientos clinicos de P.
aeruginosa provenientes de pacientes con FQ y sobre tres cepas que también se encuentran
presentes en pacientes con FQ como Stafilococus aureus, Burkholderia cepacia (ll), y en
menor medida Escherichia. coli.Se realizé una revision de la resistencia a antibidticos de uso
frecuente de las cepas clinicas de P.aeruginosa y B.cepacia a través de un antibiograma de
acuerdo al CLLS(CLSS 2001)empleando discos de gentamicina (GEN)120 ng; tobramicina
(TOB) 10 pg vy ceftazidima (CAZ) 30ug (Anderson et al 2012, CLSS 2001) y seguidamente se
evalud por el método de macrodiluciéon en agar, el efecto de los extractos y los compuestos

puros sobre dichos aislamientos. Este método se emple6 a modo de proyectar a grandes
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rasgos, la efectividad de los extractos y los compuestos puros sobre los aislados. Como control
interno para los antibiéticos se empled la cepa de referencia P. aeruginosa ATCC27853. Los
resultados que se obtuvieron luego de 20 h de incubacién a 37°C y a partir de la inspeccion
visual de las placas (Figura 3.4.) se presentan en la Tabla 3.1. Los valores hallados para los
aislados clinicos de Pseudomonas se encontraron que las respuestas fueron variables en
cuanto a la resistencia o susceptibilidad a los antibidticos; en donde se observéd que todas eran
resistentes por lo menos a uno de los antibidticos estudiados. Sin embargo, todas fueron
susceptibles en mayor o menor medida a RETOH y CA. El rango de susceptibilidad fue de 200
a 800 ug/ml para ambos compuestos. Lo mas relevante durante este estudio fue que la cepa
FQres, resistente a todos los antibidticos, mostrd ser susceptible a RETOH y a CA. En el caso
del RACU, todas las cepas crecieron en presencia de este extracto al igual que en presencia de

su compuesto bioactivo RA, aun a altas dosis.

RETOH 100 pg/ml RETOH 200 pg/ml

CA 100 pg/ml CA 200 pg/ml CA 400 pg/ml

Figura 3.4. Efecto del RETOH y CA sobre aislados bacterianos empleando la técnica de macrodilucion en

agar. Imagen representativa de 3 ensayos independientes.
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Tabla 3.1. Susceptibilidad a antimicrobianos y accidn de los ectractos de roemero y compuestos

bioactivos sobre cepas bacterianas comunmente en pacientes con FQ

CEPA/Antibiético GEN TOB CAZ RETOH RACU CA RA
P. aeruginosa aislado de agua S S S 800 >10000 200 >10000
956 R S R 800 >10000 400 >10000
957 R S R 600 >10000 600 >10000
958 R S R 600 >10000 600 >10000
959 R S R 800 >10000 400 >10000
Fgsen R S S 1200 >10000 800 >10000
Fares R R R 1200 >10000 800 >10000
BII R S S 200 >10000 100 >10000
E. coli ATCC 25922 S S R 800 ND 200 ND
S. aureus ATCC 25923 S S S 800 ND 200 ND
P. aeruginosa ATCC27853 S S S 800 >10000 600 >10000

GEN: gentamicina 120 ug; TOB: tobramicina 10 ug; CAZ: ceftazidima 30 pg; RETOH (ug/ml): extracto
etandlico; RACU (ug/ml): extracto acuoso; CA (ug/ml): acido carndsico; RA (ug/ml): acido

rosmarinico; ND: No determinado.

Dado que el comportamiento de la mayoria de los aislamientos clinicos fue similar al de la cepa
de referencia PAO1, los experimentos que describen a continuacién se desarrollaron con
PAO1.

3.2.3. ElI RETOH potencia la accion de los antibiéticos a dosis subinhibitorias sobre

PAO1 en forma plancténica.

Hoy en dia se propone que la combinacién de compuestos provenientes de fuentes
naturales, como los que provienen de la dieta, en combinacién con antibioticos, podria ser una
buena estrategia para el tratamiento de infecciones causadas por especies bacterianas debido
a que los productos naturales pueden potenciar la actividad de los antibiéticos (Jayaraman et al
2010, Lewis & Ausubel 2006). Teniendo en cuenta este concepto, se investigd la viabilidad de
PAO1 (D.Oggonm inicial=0,01) en presencia de RETOH (50 ug/ml) junto con distintas
concentraciones de GEN, TOB y CAZ a dosis subinhibitorias. Luego de 20 h de cultivo se
analizaron los resultados obtenidos para el crecimiento de PAO1 crecido de manera
plancténica. Los datos obtenidos se graficaron como inhibicién crecimiento (%) vs dosis de
antibiético empleado (Figura 3.5). Los graficos revelaron que el crecimiento de PAO1 se redujo
notablemente y de manera significativa para los tres antibiéticos empleados al emplearlos junto
con RETOH. Para la combinacion de RETOH-GEN el crecimiento disminuyé conforme
aumentaba se incrementaba la concentracion del antibidtico. Por el contrario, el uso de GEN
so6lo logro tener efecto sobre el crecimiento cuando se emplearon dosis mayores de 1 pg/mi.
Esto indica que RETOH potencia la accion de GEN a dosis bajas. Sin embargo, para ambos
casos RETOH-GEN o GEN soélo se alcanz6 una reduccion en el 50% del crecimiento (ECsp)

alrededor de a 1,75 pg/ml.
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En cuanto a las curvas obtenidas para CAZ y TOB la ECsgse logré a 0,0625 ug/ml
manteniéndose el efecto inhibitorio hasta los 0,75 pg/ml para la combinaciéon de RETOH-CAZ y
hasta 0,5 ug/ml para RETOH-TOB. La ECy fue de 5 ug/ml para RETOH-CAZ y de 1 pg/ml para

RETOH-TOB. Estos resultados indicarian que de todas las combinaciones la RETOH-TOB fue
la mas efectiva.
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Figura 3.5. Interaccion del RETOH y de CA con distintas concentraciones de GEN, TOB y CAZ sobre P.
aeruginosa PAO1cultivado en forma planctonica. Luego de 20horas, se midié por densidad éptica (600
nm), el porcentaje de células presentes en el medio de cultivo. Los resultados se expresan como
crecimiento (%) con respecto al control (media + D.S de cultivos por triplicados) vs. cantidad de antibiético

empleado [ug/ml]. Se muestra un ensayo representativo de 3 ensayos independientes, N=3.

El experimento anterior se repiti6 empleando CA y TOB, también en el rango de dosis
subinhibitorias de crecimiento, combinando tres dosis por debajo de la CIM de CA (25, 50 y 100
png/ml) junto con distintas concentraciones TOB (0-0,5 ug/ml). Con el antibiético sélo, se obtuvo
el mismo comportamiento observado anteriormente, en el que se reprodujo el perfil de
crecimiento de la bacteria bajo tratamiento con TOB, es decir la viabilidad estuvo levemente
incrementada con respecto al control (sin antibiético) cayendo rapidamente luego de los 0,5
pg/ml. Los valores de ECs, fueron de 0,25 ug/ml cuando se emplea CA a 25 pug/ml o 50 ug/mly

de 0,125 ug/ml cuando se adiciona 100 pg/ml de CA al cultivo. La inhibicion completa se

57



RESULTADOS

alcanzo con CA a 100 ug/ml + 1 ug/ml de TOB, mientras que si se emplease el antibiético soélo
se lograria inhibir el crecimiento a dosis superiores de 2.5 pg/ml (Figura 3.5.). Los datos
obtenidos demuestran que tanto el RETOH como el CA, son sustancias con capacidad
potenciadora de los antibidticos a dosis en las cuales el antibiético s6lo no tiene ningun efecto

sobre la bacteria.

3.3. Estudio del biofilm formado por P. aeruginosa en presencia de acido carnésico.

3.3.1. EI CA a bajas concentraciones afecta la formacion de biofilm de PAO1.

Durante muchos afios, las investigaciones sobre el efecto de los extractos de las plantas
y sus componentes activos sobre cultivos bacterianos, se han centrado casi exclusivamente en
la accién de estos sobre el crecimiento plancténico. Sin embargo, desde el conocimiento del
impacto de los biofilms en la clinica, se ha buscado estudiar el efecto de diversos compuestos
sobre la estructura y la estabilidad de los biofilms, a fin de aumentar la susceptibilidad
antibiética. Se sabe que bajo estas estructuras, los microorganismos son mas dificiles de
erradicar por lo que se lo considera el estadio bacteriano de mas dificil control (Sandasi et al
2010). Estudios in vitro demostraron que su formacion depende, entre otros factores, del estado
nutricional en que se encuentren. Por lo general, los biofilms bacterianos se desarrollan en
ambientes en los que hay escasa o baja disponibilidad de nutrientes necesarios para el
crecimiento bacteriano.

Para evaluar la formacién biofiilm de PAO1 en presencia de CA, se realiz6é el ensayo
empleando medio minimo FAB suplementado con casaminoacidos (como fuente de carbono),
en placas de Elisa de 96 pocillos y CA a las dosis indicadas. Previamente se determiné si el
crecimiento en este medio junto con CA, afectaba la viabilidad bacteriana y no se obtuvieron
diferencias entre los tratamientos y el control (PAO1 sin CA). Para el experimento se empled un
cultivo crecido durante toda la noche en LB, se centrifugd y se lo diluyé en medio minimo a una
D.O. 600 nm equivalente a 0,01, realizando el experimento por octuplicado. La determinacion
de biofilm se realizé con el colorante cristal violeta (CV) porque permite de manera indirecta
cuantificar la biomasa de bacterias que permanecieron adheridas al sustrato (placa de
poliestireno). Los resultados obtenidos de biofilm de cada uno de los pocillos se normalizaron
con los valores de D.O correspondiente al crecimiento de la bacteria y se graficé CV/O.D vs
[CA] (Figura 3.6). En funcién de los datos obtenidos, se determiné que CA afecta la formacién
del biofilm de PAO1 en un 25% con respecto al control (p<0.05) y con resultados similares para
las tres dosis CA indicando que el efecto es independiente de la concentracién del compuesto
utilizada. A su vez, se reprodujo el experimento sobre cepas de pacientes a fin de establecer si
el CA también interfiere en la formacion de biofilm de los aislamientos clinicos. Como se puede
observar en la Figura 3.6. (B-E), en algunas cepas como en la 958 el biofilm se redujo hasta un

60% para 50 ug/ml de CA. En el caso de la 959 la reduccién de la formacién del biofilm fue de

50% para CA=50 pug/ml y de 34% para 100 ug/ml de CA. El efecto de las distintas dosis de CA
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sobre el biofilm de la cepa FQres como para la 956 no fue significativo con respecto al control.
Estos resultados indicarian que el CA ejerce un efecto sobre la formacién de biofilms

dependiendo de las caracteristicas particulares de cada cepa.
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Figura 3.6. Formacion de biofilm en presencia de distintas concentraciones de CA. Las bacterias
(D.0.=0,01) fueron crecidas en presencia de CA en medio minimo FAB + casaminoacidos durante 20

horas. La formacion de biofilm se realizé empleando la técnica de tincion con cristal violeta. Los resultados

se expresan como + D.E con ** p<0.05 con respecto al control
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Seguidamente y de acuerdo a datos bibliograficos en donde otros grupos demuestran que
compuestos derivados de las plantas pueden alterar la estructura del biofilm (Hentzer M 2002),
se analizdé si esta caracteristica podia ejercerla también el CA y a su vez aumentar la
susceptibilidad a TOB. El experimento se desarrollé de la siguiente manera: por un lado se
crecieron las bacterias durante 20 h en medio minimo FAB sélo o con CA (5 ug/ml). Al dia
siguiente se removio el cultivo y se agregd a un grupo medio fresco sélo, medio con CA (5
ng/ml) o medio con TOB (10 pug/ml), dejando la placa a 37°C por 24 horas mas (Figura 3.7.). La
cuantificacion de biofilm se realiz6é de la misma manera descripta anteriormente, empleando CV

y normalizando el valor obtenido con el crecimiento bacteriano.

1.59

Figura 3.7. Determinacion de la formacion de biofilm mediante el ensayo de cristal violeta. Un cultivo de
PAO1 se lo llevd a una OD=0.01 en medio FAB con 1% de casaminoacidos y se lo incubd bajo las
condiciones descriptas (a). Finalizado el experimento se cuantificé la formacion de biofilm mediante tincién
con cristal violeta. Los datos se expresan como la media + D.E de cada una de las muestras *p <0,05, en

comparacion con el control(B). Inspeccion visual de las placas tefiidas con el colorante (C).

En base a los datos, se encontré que no hubo diferencias significativas entre el biofilm formado
por el control y la muestra incubada unicamente con CA Figura 3.7., sin embargo las
diferencias presentadas para la muestra al que se adiciond TOB por 24 horas, redujo la
biomasa en un 35% respecto al control y aquella en la que se combind CA+TOB el biofilm
disminuy6 un 67,5%. Esto podria estar indicando que el biofilm formado en presencia de CA es
estructuralmente distinto al control, permitiendo el acceso del antibidtico y por lo tanto

facilitando la accién bactericida del mismo, por ello las diferencias encontradas.
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3.4. EL CA afecta los movimientos de swarming y twitching pero no de swimming de
P. aeruginosa PAO1.

En la bibliografia, existen varios articulos que describen la implicancia de la motilidad
bacteriana como paso previo para el desarrollo del biofim sobre las distintas
superficies(Verstraeten et al 2008);(O'Toole & Kolter 1998).Para que un microrganismo logre
colonizar una superficie, el primer paso es acercarse, adherirse y lograr mantenerse adherido a
ella. P. aeruginosa utiliza distintos apéndices como el flagelo y pili tipo IV, que cumplen la
funcion de movimiento y adhesion (Nougayrede et al 2003, Pratt & Kolter 1998, Sauer et al
2002) permitiendo su desplazamiento y la colonizacién de diferentes sustratos. En sustratos
acuosos,P. aeruginosa utiliza el flagelo para nadar (swimming) y dirigir su movimiento. Una vez
unida a la superficie, comienza la expansion clonal de la bacteria, se hiperflagela y permite que
la colonia migre de manera coordinada (swarming) (Takahashi et al 2008). Sobre superficies y
estructuras sélidas, P. aeruginosa se desplaza empleando el pilus tipo IV, movimiento conocido
como twitching.

Como la motilidad de P. aeruginosa es un factor importante y determinante en la
virulencia bacteriana, ya que esta involucrado en la formacion de biofim (Drake & Montie
1988), se decidid estudiar si adicionando CA al medio de crecimiento era capaz de inhibir
alguno de los tres tipos de movimientos de la bacteria. Para ello se cultivd PAO1 en LB hasta
fase estacionaria y se evalué la motilidad en placas de Petri empleando distintos porcentajes
de agar: 0,3% para swimming, 0,7% para swarming y 1,5 % para twitching, y distintas dosis de
CA en FAB-casaminoacidos al 1%. Un volumen de 2ul se sembré en el centro de las placas
para swimming y swarming, mientras que para twitching se emple6 un palillo para atravesar la
totalidad del agar hasta la base de la placa de Petri. Los resultados de cada uno de los
ensayos fueron inspeccionados luego de 24 horas y 48 horas, como se menciona a

continuacion.

3.4.1. El CA inhibe el swarming pero no el swimming

Cuando se ensayo6 la motilidad de swarming, se observd tanto en presencia como en
ausencia de CA, la colonia desarrollo un movimiento con bordes irregulares, similares a
dendritas emergiendo desde el punto de inoculacién hacia la periferia (Figura 3.8.A). Este
fenotipo presentado por la colonia en la placa de agar, es caracteristico de este movimiento y el
patrén obtenido concuerda con el de otros grupos (Lindhout et al 2009). Sin embargo, al
momento de evaluarlas placas que contenian CA en el rango de 0-10 ug/ml, el movimiento de
swarming estuvo marcadamente reducido. Las colonias desarrolladas mostraron bordes
completamente planos observandose en el punto de inoculacién mayor biomasa bacteriana,
comparada con el control, debido a que en esta Ultima las bacterias se encontraban mas
dispersas por toda la placa (Figura 3.8.B-D). Esto indicaria que las bacterias permanecen
retenidas en el punto de inoculacion y que el CA impediria el desplazamiento hacia la periferia.

Este fendmeno se analizé durante 24 y 48 horas obteniéndose siempre los mismos resultados.
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En cuanto al swimming, el CA no logré inhibir este movimiento permitiendo el desplazamiento

de la bacteria a las dosis ensayadas.

Figura 3.8. Ensayo de movilidad “swarming” de PAO1 en presencia de acido carnésico (CA) a

distintas concentraciones en medio minimo sumplementado con casaminoacidos al 1%. (A) Control
(B), 1 pg/ml (C), 5 pg/mli(D), 10 pg/ml (d), 20 ug/ml (E). Las placas se mantuvieron a 30°C durante 24 h'y

observadas durante 48 h mas obteniendo los mismos resultados.

Las bacterias que realizan swarming estan localizadas exclusivamente en la periferia de la
colonia donde se forma un biofilm delgado mévil que avanza conforme la masa celular esta en
crecimiento y a medida que la biomasa de la colonia aumenta, la poblacién celular coloniza la
superficie disponible (Rasmussen et al 2000). Debido a ello, se evalud si las bacterias que se
encontraban bajo el movimiento de swarming podian ser repelidas por CA inoculado como un
punto sobre la placa. Para estudiar esta hipétesis se impregnaron discos de papel con 0,2; 0,5
y 1 ul de CA (4 mg/ml), y se los dejaron en condiciones de esterilidad hasta la evaporacién del
solvente. Posteriormente se los ubicd sobre la placa de swarming y se aplicé 2 ul de un cultivo
de PAO1 en el centro de la placa (Figura 3.9.Aa). Pasadas las 6 h se inspeccionaron las placas
observandose crecimiento de la colonia. Luego de 16 horas (Figura 3.9.Ab), PAO1 comenzaba
a realizaba el movimiento caracteristico de swarming hacia todas las direcciones y sobre los
discos que contenian uUnicamente el solvente, es decir donde se diluyd la droga (control).
Claramente la bacteria se desplazaba libremente por encima del disco de papel (Figura 3.9.Ab).
En cambio, en la placa que contenia los discos impregnados con CA, las bacterias cambiaron
la trayectoria de desplazamiento alrededor del disco sin tocarlo (Figura 3.9.Ac). Esto se
observé también a las 24 horas (Figura 3.9.Ac). A modo de magnificar el punto de inoculacion,

en la Figura 3.9.B se puede ver como la colonia bacteriana toca el disco control que lleva el
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solvente, mientras que en los discos con CA, PAO1 se desplaza hacia los costados de los
filtros rodeandolos (Figura 3.9. B, b-d) y depende de la concentracién de CA que esta
contenida en el filtro, ya que la colonia se desplaza a distancias mas lejanas del punto donde

se encuentra el filtro a medida que aumenta la dosis de CA.

A

SOLVENTE

Figura 3.9. Imagenes representativas de la motilidad de swarming sobre placas conteniendo
discos de papel impregnados con CA. Los discos fueron impregnados con CA (ul) a partir de una
solucion madre de 4 mg/ml y ubicados sobre la placa una vez que se evaporo el solvente. Las placas se
inspeccionaron a distintos tiempos (A) 6 horas (b); 16 h placa control (c); placa con los distintos
tratamientos a las 20 y (D) 24 h. (B) Imagenes ampliadas y procesadas con ImageJ luego de 24 h de: (a)
control, y (b) 0,25, (c) 0,5 ul'y (d) 1 ul de CA (4 mg/ml). Las placas se mantuvieron siempre a 30°C para

permitir el desarrollo de la motilidad.

63



RESULTADOS

3.4.2. El twitching dePAO1 es inhibido por CA de manera dosis dependiente

El twitching es otro de los movimiento que realiza P. aeruginosa y puede ser llevado a
cabo por la bacteria tanto en superficies organicas como inorganicas, incluyendo geles de agar,
células epiteliales, plasticos, vidrio y metales. La motilidad de twitching es requerida, entre otras
funciones, para la colonizacién del hospedador y la patogénesis, incluyendo la activacion de la
respuesta inmune (Merz & So 2000). Como el twitching también cumple un rol importante en la
infeccion, se decidié valorar el efecto del CA sobre este tipo de desplazamiento en PAO1. La
cepa PAO1 fue inoculada en placas de agar conteniendo medio minimo y distintas
concentraciones de CA, en el rango de 0-10 ug/ml. Luego de 20 h de incubacién y como se
describe en Materiales y Métodos, se empled el método de tincion con azul brillante de
Coomasie ya que permite visualizar el halo formado por el desplazamiento de la bacteria
ocurrido entre la superficie del agar y la placa. En la Figura 3.10., se observa como el control,
es decir la cepa PAO1 sin CA, desarrollé el movimiento de twitching en dénde el halo se
desarrollé alrededor del punto de inoculacién. Unicamente en las placas que contenian CA a
0.5 pg/ml presentaron un halo de menor tamafio y una apariencia mas traslicida si se lo
compara con la placa control y aquellas que tenian una dosis mayor de CA (1a 10 pug/ml) no se
pudo visualizar el halo caracteristico asumiendo que a dosis mayores el twitching esta

reprimido (Figura 3.10.A).

De acuerdo a los datos bibliograficos, en medio minimo, las colonias de P. aeruginosa,
se esparcen con apariencia rugosa y dispersa a medida que la bacteria va emergiendo desde
la periferia y puede ser variable dependiendo de la especie y las condiciones de cultivo.
(Mattick et al 1996; Semmler et al 1999). Para verificar este dato se observaron los bordes
generados empleando un microscépico 6ptico. En el control se determiné que las bacterias de
los bordes, se encontraban ampliamente esparcidas otorgando una apariencia irregular a la
colonia y dando idea de movimiento y colonizacion de nuevas superficies (Figura 3.10.Ba),
mientras que los bordes desarrollados por las bacterias crecidas en presencia de CA, los
bordes eran suaves y regulares (Figura 3.10.B, b-c), sin hallarse bacterias dispersas por fuera
de los limites de la colonia. Este resultado complementado con el anterior confirma que el CA

afecta el movimiento de twitching en PAO1.
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Figura 3.10. Ensayo de motilidad “twitching” de PAO1 en presencia de concentraciones crecientes
de CA, en medio minimo suplementado con casaminoacidos (0.5%), incubada a 37°C. Las placas
fueron tefiidas con azul de coomassie y decoloradas con acetato de etilo para visualizar la zona de
twitching. (A) Visualizaciéon al microscopio optico de los halos de twitching. control (a); en presencia de 1

ug/ml (b); 10 ug/ml (c). La flecha muestra bacterias expandiéndose sobre la superficie.

El swimming, el swarming y el twitching también fueron evaluados en presencia de los
compuestos bioactivos como el RA y CS. El rango de dosis ensayada fue la misma que la de
CA. Sin embargo, con RA ninguno de los tres movimientos fueron inhibidos, indicando que este
compuesto no tiene efectividad sobre PAO1, pero si el CS donde el swarming fue reprimido.
Con respecto al twitching ocurrié el mismo fendmeno que con CA, es decir, la inhibicion de este
movimiento tuvo un caracter dosis dependiente dado a que a concentraciones muy bajas se
observo el halo caracteristico de este movimiento. En la figura 3.11. se muestran los resultados

representativos para swarming de ambos compuestos.

RA (5ug/ml) CS (5pg/ml)

Figura 3.11. Figura representativa de la motilidad de swarming en presencia de RA o CS.
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3.4.3. EI CA afectaria el QS de PAO1 ocasionando la sobreproduccion de AHLs.

La primera evidencia de que el QS podia tener influencia sobre la formacién de biofilm
fue reportado en P. aeruginosa, cuando se observé que una mutante en el gen /as/ producia un
biofilm méas delgado y con mayor susceptibilidad a detergentes (Davies et al 1998). En base a
estos datos bibliograficos y otros, se evalud si CA podia afectar la producciéon AHLs debido a
que los resultados previos obtenidos de motilidad (swarming y twitching) y biofilm, ambos
regulados por el QS, fueron afectados. La bacteria se creci6 en medio minimo FAB
suplementado con casaminoacidos junto con CA a distintas dosis durante toda la noche.
Posteriormente se centrifugaron las muestras para obtener el sobrenadante libre de células y el
precipitado celular fue empleado para normalizar las muestras mediante la técnica de Bradford,
mientras que del sobrenadante se extrajeron las AHLs (Materiales y Métodos). El extracto
enriquecido en AHLs se analizé por cromatografia en una placa delgada de fase reversa TLC
(del inglés Thin Layer Chromatography-C18), utilizandose la mezcla metanol/agua 60:40
(vol/vol) como solvente de migracion, para favorecer la separacion de las AHLs de acuerdo a
su composicion de cadenas carbonadas.

Para revelar y visualizar las AHLs se emplearon dos cepas biosensoras
Chromobacterium violaceum 026 (CVO26) y Agrobacterium tumefaciens NTL4. Ambas cepas
son incapaces de producir sus propias AHLs, pero si responden a moléculas de AHLs
exogenas (Cha et al 1998). La cepa CV026 reconoce las moléculas con 4 a 6 atomos de
carbono como C6-AHL y C4-AHL, mientras que la NTL4 reconoce AHLs de cadena larga, como
C8-HLS, C10-HSL y C-12-HSL dando como resultado una coloracion violeta o azulada
respectivamente (Lowe et al 2009, McLean et al 2004). Una vez finalizada la corrida de
cromatografia, se dejo evaporar el solvente de la placa y se coloco sobre la misma una capa de
agar blando conteniendo una de las cepas biosensoras a fin de que luego de 24 horas y a la
temperatura 6ptima para cada una de ellas, se revele la presencia o ausencia de las AHLs
La figura 3.12.muestraque la produccién de C6-HSL y C4-HSL ni de C12-HSL y C10-HSL no
estaba disminuida, por el contrario, estuvo incrementada con respecto al control en cualquiera
de las dosis ensayadas. De acuerdo a los resultados, surge la hipotesis de que probablemente
el CA interfiere con el sistema de sensado de AHLs de tal manera que origine una acumulacion

de las moléculas sefal en el sobrenadante de PAO1, por ello el efecto observado.
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CApg/ml CApg/mi
0 5 10 20 0 5 10 20
C4-HSL
C6-HSL
C6'HSL | CB'HSL
C10-HSL
C12-HSL

Figura 3.12. Analisis de AHLs producidas por PAO1 en ausencia o presencia de concentraciones
crecientes de CA, por cromatografia en capa delgada (TLC).

Las AHLs provenientes de cultivos de PAO1 en fase estacionaria, tratados o no con CA a las
concentraciones indicadas, fueron extraidos con acetato de etilo y 5 pl de ellos fueron inocularon sobre la
placa de TLC. Luego de la cromatografia se dejé evaporar el solvente y se cubrié con la cepa biosensora
CV026 para detectar C4-HSL y C6-HSL (A) y la cepa biosensora NTL4 para detectar C10-HL y C12-HL.

Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la utilizaciéon de hojas frescas
de romero contiene compuestos capaces de ejercer accion sobre el crecimiento de PAO1 a
dosis subhinibitorias, entre ellas la potenciacion de los antimicrobianos, la reduccién de biofilm,
los movimientos como swarming y twitching, y la interferencia de las moléculas de sefalizacién
correspondiente al sistema de QS: Estos datos obtenidos sugeririan que al emplear el romero o
compuestos derivados de él como el CA frente a P. aeruginosa, ésta seria menos patogénica y

por lo tanto reduciria las infecciones causadas por ella.
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4. Actividad anti-inflamatoria de R. officinalis y de los compuestos aislados de élin

vitro e in vivo.

Los datos de la literatura sugieren a los polifenoles como agentes con propiedades anti-
inflamatorias y su accion es ejercida en multiples niveles: a través de las vias de sefalizaciéon
que involucra a las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) (Kong et al
2000);(Manna et al 2000, Wiseman et al 2001), por inhibicion de la produccién de citoquinas
inflamatorias y quimiocinas, la supresion de la actividad de la ciclooxigenasa (COX) (O'Leary et
al 2004) y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y por lo tanto la disminucién de la produccion
de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno (ROS/RNS). A la fecha se ha reportadopara el
caso de extractosde hojas secas de romero, en el que se observé actividad anti-inflamatoria
toépica y que los compuestos obtenidos a partir de estos, como el acido ursdlico, el acido
oleandlico y el acido micromérico, son eficaces anti-inflamatorios (Altinier et al 2007) y anti-
tumorales(Peng et al 2007). En estudios in vitro, utilizando leucocitos polimorfonucleares
humanos (PMN), células U937 y células epiteliales mamarias, tanto el CA y CS mostraron ser
potentes anti-inflamatorios (Poeckel et al 2008; Subbaramaiah et al 2002;Yu et al 2009).

Para ahondar mas sobre la acciéon anti-inflamatoria del romero y los derivados ya
mencionados, se evaluaron in vivo, en ratones de la cepa Balb/c bajo dos modelos
inflamatorios, un modelo de edema plantar y otro en la oreja de ratén. A su vez, los estudios se
complementaron a nivel histopatoldgico a fin de visualizar in situ los efectos causados por los
agentes inflamatorios empleados, y determinar la accién inhibitoria de los mismos.
Posteriormente, se estudié in vitro el mecanismo de accion anti-iinflamatoria del RETOH y de
los compuestos CA y CS. Por un lado, sobre la produccion de ROS y empleando la linea
celular Raw 264.7 a las cuales se las desafio con lipopolisacarido (LPS) de P. aeruginosa sélo
0 en combinacion con RETOH, CA y CS. Por otro lado, se evalud, mediante la técnica de RT-
PCR, la expresion de los mediadores inflamatorios en la oreja de ratén como ser COX-1, COX-
2, IL-1B, ICAM-1, TNF-a y fibronectina, empleando G3DPH como gen constitutivo para

normalizar los resultados obtenidos.

4.1. Accidn antiinflamatoria del RETOH y de los compuestos aislados de él: estudios in

vivo

4.1.1. La aplicacion téopica de RETOH reduce la inflamacion in vivo en el modelo plantar

inducido con formaldehido y no tiene propiedades irritantes en piel de conejo.

Se realizaron estudios preliminares para evaluarlas propiedades anti-inflamatorias de los
extractos de romero, en el modelo del edema plantar inducido por el formaldehido en ratones
de la cepa Balb/c, a fin de determinar qué tipo de aplicaciéon (tépica o inyectable) es mas

adecuada para el empleo de los mismos. El formaldehido se inyecté en el tejido plantar de
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ratones y seguidamente se aplic6 el RETOH en la zona inflamada por via tépica o por
inyeccién, o ambos, como se describe en Materiales y Métodos. Luego de 16 horas se
inspecciond visualmente si habia alguna diferencia notable entre los diferentes tratamientos y
se encontré que aquellos ratones que habian recibido RETOH toépicamente la inflamacién
estaba notablemente reducida como muestra la imagen de la Figura 4.1.d. Seguidamente se
midié con un calibre la zona plantar tratada o no con el RETOH para cuantificar lo observado.
En la Tabla4.1., se presentan estos resultados en dénde la inyeccion de RETOH disminuyé el
efecto del formaldehido en un 22% si se lo compara con el control (sélo con pinchazo),
mientras que la administracién tépica de RETOH redujo al 80% la inflamacion. Posteriormente,
se realiz6 un analisis histopatolégico que reveld que el tratamiento tépico con RETOH redujo el
numero de leucocitos (un marcador del proceso inflamatorio) en el sitio de la inflamacion
(Figura. 4.1c), en comparacion con la muestra inflamada (Figura4.2.b). El control, al que se le
inyectd solo PBS, descarté la posibilidad de que el pinchazo con la aguja genere por si mismo
un proceso inflamatorio. Seguidamente se evalué al RETOH (30 mg/cm?®) como agente irritante
sobre piel de conejo. La inspeccion visual de los resultados indicaron que el RETOH a altas

dosis, no causa eritema ni edema sobre la piel (Figura 4.1.e).

Tabla 4.1.Efecto del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis sobre el modelo de

edema plantar inducido por formaldehido.

Edema generado Reduccion

Tratamiento N de Edema(cm) (tratamiento-control) deledema
ratones
(cm) (%)
Control 6 0.280 +/-0.010 0 100
Control de inflacion 6 0.330+/-0.016 0.050 -
Aplicacion por injeccidon 6 0.319+/-0.010 0.039 22
Aplicacion topica 6 0.290* +/-0.004 0.010 80
Aplicacién por inyeccidn +
topica 6 0.318* +/-0.010 0.038 24

Los grupos experimentales fueron comparados con el control *p < 0,05
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No tratada Tratada

Figurad4.1. Reduccion de edema plantar en ratones Balb/c tratados tépicamente con RE. La
inflamacién aguda fue inducida por la inyeccion de 20 pl de formaldehido al 3% en PBS en la region sub-
plantar. Posteriormente, los ratones fueron tratados tépicamente con 10 ul de RE. Las muestras
obtenidas, se fijaron durante la noche en el 4% de formaldehido y tefiidas con H&E para su observacion.
(A) control, (B) formaldehido (3%), (C) tratadas topicamente con RE después de la inyeccion de
formaldehido, (D) Inspeccion visual de la reduccién de la inflamacion luego de la aplicacion topica de RE.

(E) Piel de conejo luego de la exposicion a RETOH.

4.2. El RETOH de hojas frescas de romero enriquecido de CA y CS, inhibe el proceso

de inflamacion con igual eficacia que la droga comercial indometacina.

En base a los resultados anteriores, se continuaron los ensayos de inflamacién por
aplicacion tépica de extractos de romero y sus derivados en el modelo de edema en oreja de
ratén inducido por PMA, dado a que es un modelo que permite el estudio en un corto tiempo la
evaluacion del efecto antinflamatorio o no, de aquellos compuestos que se desea evaluar
(Bralley et al 2008).

El ensayo comenzd con la aplicacién de RETOH, CA o CS sobre la superficie cutanea
interna de ambas orejas del ratén (cepa Balb/C), a las dosis indicadas. En otro grupo de
ratones se empled, control anti-inflamatorio, indometacina, un medicamento no esteroide
utilizado para aliviar los sintomas causados por diferentes procesos inflamatorios (Hellewell et
al 1992, Needham et al 1988, Williams et al 1986, Williams & Peck 1977). Luego de 30 minutos,
tiempo suficiente para evaporar el solvente de los compuestos, se procedié a la administracion
tépica de un ester de forbol (PMA). El PMA es un buen agente irritante, que permite obtener
una rapida respuesta inflamatoria en un corto tiempo y por ello se lo prefiere para estudiar

procesos inflamatorios agudos. EI PMA se suministré unicamente en la oreja derecha, mientras
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que la izquierda fue pre-tratada con el vehiculo (DMSO). Otro grupo de ratones fue empleado
como control inflamatorio ya que no se les aplicé ninguno de los compuestos derivados de
romero ni la indometacina. Transcurrida 4 horas desde el inicio del ensayo, se procedié a
sacrificar los animales y a remover con un sacabocados las superficies tratadas y no tratadas
para su pesaje en una balanza analitica y posterior analisis. Los resultados presentados en la
Tabla 4.2., muestran que hay una relacion dosis dependiente, es decir la reduccion de la
inflamacion se correlaciona con el aumento en la dosis de los compuestos de romero. Se
observé ademas, que el RETOH alcanza la CEs, (concentracion efectiva que reduce un 50% la
inflamacion) cuando se aplica 128,3 pg/cmzde este compuesto. En el caso de CA y CS
mostraron una CEs, de 10,20 pg/cm2 y 10.70 pg/cmz, respectivamente. Interesantemente el
RETOH mostré un efecto antiinflamatorio similar al observado con la indometacina, mientras
que CA y CS manifestaron una actividad anti-inflamatoria significativamente mayor que esta
droga. Por lo tanto, CA y CS contribuyen a la actividad anti-inflamatoria observada en el
extracto de romero in vivo. Interesantemente se puedo determinar que se requiere una menor
concentracion de CA y CS para producir el mismo efecto que la droga comercial. Esto
demuestra que el RETOH de hojas frescas de romero enriquecido principalmente con CA y en
menor medida con CS, previene el desarrollo de la inflamacion e indica que ambos compuestos

bioactivos son potenciales candidatos para uso en procesos inflamatorios.

Tabla 4.2. Efecto anti-inflamatorio del RE, CA y CS sobre un edema en oreja de raton generado por
PMA.

edema reduction

Coumpound  dose (ug/cm?) N° of mice edema (mg) (%) ECs, (ng/cm?)
(]
10 10 3.26 + 1.48 3.9
20 10 3.13+£1.27 7.8
RE 100 10 2.10* £ 0.50 38.2 128.3
250 10 0.71* £ 0.14 78.9
500 10 0.50* £ 0.14 84.3
1000 10 0.05* £ 0.08 98.6
2 10 2.03* £ 0.51 40.2
CA 10 10 1.73*+0.24 49.3 10.2
20 10 1.22* £ 0.26 64.1
2 10 2.10* £ 0.80 38.2
CSs 10 10 2.03*£0.40 40.2 10.7
20 10 1.36* £ 0.40 59.8
Indomethacin 500 10 0.27 £0.17 92.2
PMA 4 10 3.40 £ 0.15

Dosis efectiva 50%, Los grupos experimentales fueron comparados con el control; *p<0.05.
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4.3. Analisis histopatoldgicos y de orejas de ratén tratadas con RETOH y CA

Seguidamente, se analizaron por histopatologia todas las muestras con los diferentes
tratamientos, con el objetivo de correlacionar los resultados obtenidos en el apartado anterior
con las muestras histologicas. La observacion al microscopio reveld la existencia de una
marcada infiltracion de leucocitos con ulceraciéon epidérmica en las orejas tratadas con PMA
(Figura 4.2.B y Tabla 4.2), caracteristico de una inflamacién aguda. Esto no ocurrié en la
muestra control (sin el agente inflamatorio), siendo un resultado esperable para este caso
(Figura 4.2.A). Al analizar la muestra pre-tratada con RETOH, se evidencié una leve
vasodilatacion similar a la tratada con indometacina y la acumulacién de leucocitos en el sitio
de la inflamacion era escasa. El efecto del CA se analizé también por histopatologia debido a
que fue el compuesto con mayor accion anti-inflamatoria a la menor dosis empleada. En este
caso, la muestra tratada con CA y posteriormente con PMA también mostré una leve
vasodilatacion y escasa o nula presencia de leucocitos (Figura 4.2.B y E). Estos resultados
demostraron que tanto el RETOH y el CA actuan previniendo el proceso inflamatorio cuando se

exponen las células a un agente irritante como el PMA (Figura 4.2.C y D).

Figura 4.2. Reduccién del edema en oreja de ratén inducida por PMA en ratones Balb/c tratados
con RE y CA. Control (A), PMA (B), RE etandlico (1000 pg/cm2) (C), indometacina (500 pg/cm2) (D), CA
(20 pg/cm?2) (E). Las flechas indican la infiltracion de leucocitos (B), vasodilatacion (C y D), reduccién en
la acumulacion de leucocitos (E).
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4.4, Mecanismos de accion antiinflamatoria del REOH, CA y CS: estudios in vitro

4.41. La liberacion de NO,en macréfagos murinos RAW 264.7 estimulados por LPS,

disminuye en presencia de RETOH, CA y CS de manera dosis dependiente.

El éxido nitrico es un gas simple, liberado por la conversidon del aminoacido L-arginina en
L-citrulina, por acciéon de la enzima sintasa de 6xido nitrico (NO), la cual tiene una amplia
distribucién en el organismo. Se conocen 3 isoformas de la enzima NOS, segun su actividad,
localizacion celular y clonacién molecular, 2 de ellas constitutivas y la tercera inducible (iNOS)
La isoforma inducible (iNOS o NOS2) es independiente del calcio. Se expresa in vivo en las
células epiteliales bronquiales, tanto de sujetos sanos como de asmaticos, y aumenta su
actividad durante ciertos procesos inflamatorios. La iINOS también se expresa in vitro tras
estimulacién con citocinas, endotoxinas y lipopolisacaridos. La iNOS produce grandes
cantidades de NO, del orden de nanomoles, y es bloqueada por los glucocorticoides, farmacos
que no afectan a las isoformas constitutivas. Actualmente se le concede al 6xido nitrico una
gran importancia en el estudio de enfermedades inflamatorias como en el asma y la FQ.En
situaciones patologicas de estrés oxidativo, el NO inhibe los linfocitos Th1, la produccion de
INF-y, y actia como modulador de la respuesta inflamatoria. En nifios asmaticos aumenta la
expresion de iNOS en células epiteliales, eosindfilos, neutréfilos y mastocitos, lo que da lugar a
grandes cantidades de NO y metabolitos como el peroxinitrito, que generan hiperreactividad
bronquial, dafo epitelial entre otras cosas. Por lo tanto, los compuestos capaces de reducir la
produccion de NO por la enzima sintasa inducible de NO (iNOS), son efectivos como agentes
anti-inflamatorios(Maiuri et al 2005). La reduccién de la liberaciéon de NO, fue evaluada para
RETOH, CA y CS. Para ello se estimularon macréfagos murinos perteneciente a la linea RAW
264.7 con LPS comercial de P. aeruginosa, para promover la generacion de NO vy liberaciéon de
nitritos (NO,’) en el medio de cultivo (Kleinert et al 2004). Previamente, las células fueron pre-
incubadas con 12, 25 o 50 pg/ml de RETOH o 3.125, 6.25, 12.50 25 o 50 pg/ml de CA o CS
durante dos horas para favorecer la incorporaciéon de los compuestos a la células debido a la
baja solubilidad de los mismos en medios acuosos y luego se estimularon con 1 pyg/ml de LPS
durante toda la noche. Al dia siguiente se tomaron los sobrenadantes y se midié la
concentracion de nitritos empleando el método de Griess (Materiales y Métodos).Los resultados
se muestran en la Figura 4.3, que el LPS estimul6 la produccién de NO de manera significativa,
a razon de 8 veces mas que en el control (sin LPS). La administracion de RETOH, CA y CS al
medio de cultivo, indujo una reduccion significativa de NO, de manera dosis dependiente. A 50
y 25 pg/ml, el RETOH y CS inhibieron aproximadamente el 50% de los nitritos, mientras que
CA a 25 pg/ml inhibié el 75% de la produccion de nitritos si se lo compara con el control tratado
solamente con LPS. Los efectos de citotoxicidad de los compuestos fue evaluada previamente
y ninguno de ellos afectaron la viabilidad de las células RAW 264.7 a las concentraciones
empleadas. Estos resultados indican que los compuestos poseen un potente efecto

antiinflamatorio dado a que se redujo notablemente la produccion de NO.
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Figura. 4.3. Efecto de la RE, CA y CA en la acumulacion de nitrito en el medio de cultivo de
macréfagos RAW 264.7. Las células RAW 264.7 fueron tratadas con concentraciones crecientes de
REOH, CA y CS durante 2 h previo a la estimulacion con LPS (1 ug/ml) 2 h mas tarde. Después de 24 h,
se midid la concentracion de nitritos en el medio de cultivo, mediante la técnica de Griess. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes y muestran la media + DE de las muestras por

triplicado, *p <0,05, en comparacion con las células tratadas con LPS solamente.

4.5. Efecto del CA y CS sobre la expresién moléculas pro-inflamatorias

Se ha visto que los polifenoles pueden ejercer sus propiedades anti-inflammatorias en
multiples niveles, a través de la modulacion de las vias de senalizaciéon MAPK, Akt y NF-kB, por
la inhibicion de la produccién de inflamatoria citocinas y quimiocinas, la supresion de la
actividad de la COX y la iNOS y la disminucion de la produccion de ROS / RNS (Ichikawa, D.,et
al. 2004).

Para determinar que ocurria con la expresiéon in vivo de los ciertos genes pro-
inflamatorios se analizé la expresién de los mismos en las muestras de las orejas de raton
tratada con RETOH, CA y CS mediante la técnica de RT-PCR. Los genes estudiados fueron
COX-1, COX-2, IL-1B, ICAM-1, TNF-q, fibronectina, y gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa
(G3PDH). Los resultados obtenidos para cada tratamiento se presentan en la Figura 4.4, en
donde se observo que bajo condiciones normales el control (sin inducir la inflamacién), mostro

la expresion basal de los genes constitutivos COX-1, fibronectina, ICAM-1 y G3PDH. En cuanto
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a la expresion de los genes analizados, se observo diferencias significativas entre el control y
las muestras tratadas (p<0,05) excepto para COX-2 en dénde la expresion fue Unicamente
observada para la inflamaciéon generada con PMA. El analisis de TNF-adeterminé que el pre-
tratamiento con CA redujo su expresion en un 53% mientras que con CS un 18.2%, pero
ambos fueron efectivos en disminuir la inflamacién. De la misma forma, los niveles de IL-
1B fueron menores con CA y CS. La dosis empleada de 20 ug/cmzsuprimieron la expresion de
IL-1Bavalores muy similares: 67.64% para CA y 65.06% para CS, si se lo compara con la
muestra tratada con PMA solo. Estos resultados confirmarian la capacidad anti-inflamatoria de
CAyCS.
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5. Estudio de los efectos del xilitol sobre PAO1 y Calu-3, como potencial uso en

pacientes con FQ.

En la actualidad, hay varios estudios que proponen al xilitol como compuesto natural
para erradicar biofiims bacterianos, debido a su propiedad anti-adherente sobre ciertas
bacterias (Fatima 2009, Silva 2010, Solange Inés Mussatto 2002). Por ejemplo, Ferreira y col.
(Ferreira 2009 ) observaron, por medio de pruebas in vitro, que aunque el xilitol (1, 5, y 10%) no
tenia ninguna actividad antibacteriana sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
si presentaba una propiedad anti-adherente y como consecuencia la bacteria no era capaz de
formar biofilm. La bibliografia sobre el mecanismo de accién de este compuesto sobre P.
aeruginosa y en el complejo Burkholdelia cepacia es escasa y hasta el momento se sabe que
el pre-tratamiento con xilitol a explantes de epitelio respiratorio provenientes de pacientes
sanos, reduce la adherencia de B. cepacia entre un 67 y 80 % y la combinacion con lactoferrina
disminuye el biofilm de P. aeruginosa (Ammons MC 2009). Por lo que estudiar los mecanismos
de accién, abre la posibilidad de incorporar al xilitol como agente potenciador de otros
compuestos.

En los ultimos afos se han presentado numerosas evidencias que apoyan la idea que
las células del epitelio bronquial actian como “barrera” de sustancias y microorganismos
provenientes del exterior, regulando la puesta en marcha y funcionamiento de la proliferacion,
inflamacion, y reparacion de las vias aéreas tanto en situaciones fisiolégicas como en las
diferentes patologias respiratorias (Proud & Leigh 2011). La posibilidad de cultivar en forma
aislada (sin contacto con células inmunes ni de otro tipo) células epiteliales bronquiales de
origen humano, permiten estudiar y comprender mejor los fenémenos relacionados con ellas. Al
cultivar las células en forma de monocapa (membranas de una célula de espesor depositadas
sobre colageno) en una interface entre medio de cultivo liquido (en la base) y aire (en el
extremo ciliado) se mantiene la semejanza anatémica y funcional con el epitelio in vivo.Calu-3
es una linea celular de origen humano que presenta estructura y funciones muy similares al
epitelio bronquial humano normal y es por ello muy utilizada como modelo en estudios
fisioldégicos y farmacoldgicos del epitelio de las vias aéreas (Zhu et al 2010), (Borot et al 2009),

por ello su eleccion como modelo de estudio.

En este capitulo de tesis se presentan los resultados obtenidos con el tratamiento de
xilitol sobre la cepa PAO1, su efecto sobre la produccion de los factores de virulencia y su
regulacion a través del sistema de quorum sensing (QS) (Musthafa et al 2012). A su vez, se
detallan los resultados obtenidos sobre la linea respiratoria humana Calu-3, la expresién de
especies reactivas del nitrégeno (RNS) y del oxigeno (ROS) y de mediadores inflamatorios
como IL-8, cuando se co-incuban las células con sobrenadante proveniente de cultivos de

PAO1 tratado o no con xilitol.
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5.1. El xilitol impide la produccion de piocianina de P. aeruginosa PAO1 sin afectar su

crecimiento.

Para evaluar el efecto del xilitol sobre el crecimiento de P.aeruginosa PAO1, se partié de un
cultivo en fase estacionaria en LB, diluido a una D.O.gy0nm de 0,01 en el mismo medio, que
contenia xilitol en el rango de 0 a 10%. Los cultivos se dejaron crecer por 24 horas a 200 rpm y
37°C, y a distintos tiempos se tomaron alicuotas a fin de obtener una curva de crecimiento de
PAO1 en funcidn del tiempo. A partir de los resultados Figura 5.1 no se observo diferencia en el
crecimiento de PAO1 entre el control (sin xilitol) y en presencia de xilitol, coincidiendo los
resultados con otros grupos (Zabner 2000).

P. aeruginosa se caracteriza por liberar pigmentos, en particular la piocianina, que es
faciimente detectable gracias a que el medio de crecimiento se torna de un color verde-
azulado. Los cultivos que fueron crecidos luego de 24 horas en presencia de xilitol demostraron
una disminucién en la liberacion de piocianina dado a que el color del medio se tornaba de
color ambar a medida que aumentaba la concentracion de xilitol. La inspeccion visual de los
tubos permitia inferir que la liberacion de la piocianina era de manera dosis dependiente
(Figura 5.1A) Para confirmar cuantitativamente lo observado, se realizé la extraccion de
piocianina liberada al sobrenadante empleando cloroformo-HCI (Materiales y Métodos), a fin de
capturar todo pigmento liberado por la bacteria bajo las distintas condiciones de crecimiento.
Para cuantificarlo, se midié la absorbancia en un espectofotometro a 420 nm y los resultados
fueron graficados como inhibicion de la produccién de piocianina (%) en funcion de la
concentraciéon de xilitol, normalizandolos respecto al control (sin xilitol). Esta determinacion
permitid confirmar lo que inicialmente se habia observado: el xilitol afecta de manera dosis
dependiente la produccion de piocianina en PAO1, alcanzando el 50% de inhibicion cuando se

emplea xilitol al 10% (Figura 5.1 B).
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Figura 5.1. (A) Curva de crecimiento de PAO1 en presencia de xilitol. La cepa PAO1 se cultivd en LB
a 200 rpm y 37°C. Posteriormente, el cultivo se diluyé a una D.O. 600nm de 0,01 en LB con o sin xilitol a
(continuacién) las dosis indicadas, y se cultivd nuevamente en las mismas condiciones. A distintos

tiempos se tomé una alicuota de cada uno de los tratamientos y, midiéndose la O.D. a 600 nm, se realizd
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(continuacién) una curva de de crecimiento. Los datos se expresan como la media + D.E de cada una de
las muestras. Los ensayos se realizaron por triplicado. (B) Inhibicion de piocianina por xilitol. La cepa
PAO1 diluida a una D.O.s00nm=0.01 fue crecida en LB durante toda la noche en presencia o ausencia de
xilitol a 37°C y 200 rpm, en los porcentajes indicados. La disminucion de piocianina se visualizé por
reduccion en la coloracion verde-azulada liberada al medio de cultivo (a), y se cuantificd, posterior a su
extraccién con cloroformo-HCI, a una D.O. de 420 nm. La cantidad de pigmento liberada al medio se

expreso en funcién del control (PAO1 sin xilitol) en porcentaje (%) (b).

5.2, El xilitol afecta la formacidn del biofilm en Pseudomonas aeruginosa PAO1

Ademas de la liberacidn del pigmento al medio extracelular, se encontré que la formacion
del biofilm también estaba afectado en presencia de xilitol, porque en el tubo control (sin xilitol)
se podia apreciar la presencia de esta estructura mientras que en presencia de xilitol habia una
reduccion significativa del mismo (Figura 5.2.A). Para cuantificarlo, se decidié reproducir el
experimento en las mismas condiciones de crecimiento pero en placas de poliestireno de 96
pocillos sin agitacion, dado a que resultaba mas sencilla su cuantificacién. La incubacién con
xilitol (0-10%) se realizé durante 24 La cantidad de biofim formado se determin6 con el
colorante cristal violeta (ver Materiales y Métodos). Los valores obtenidos se expresaron como
porcentaje de biofilm formado, normalizandolo con el crecimiento bacteriano. Para la valoracion
se tomd como el 100% de biofilm a la muestra control que no contenia xilitol. De acuerdo a los

resultados, la formacion de biofilm disminuyé un 50% en 5, 7 0 10 % de xilitol.
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Figura 5.2. Formacion de biofilm en presencia de xilitol. La cepa PAO1 se diluyd a una D.O. soonm
=0,01 y se cultivdé en LB en presencia o ausencia de xilitol a los porcentajes indicados en placa de 96
pocillos. Los datos se expresan como la media + D.E de cada una de las muestras * p <0,05, en
comparacion con las células tratadas PAO1 sin xilitol (A). Imagen representativa de la formacion de

biofilm, fila superior, control; fila inferior cultivo en presencia de 7% de xilitol.
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5.3. El xilitol reduce la liberacion de proteasas al medio extracelular

Dado a que se observé que el xilitol redujo tanto el biofilm como la piocianina en la cepa
PAO1, se prosiguié a determinar si otros factores relacionados con la virulencia estaban
afectados. Entre ellos, la actividad de enzimas con actividad proteasa. Inicialmente se evalud la
presencia de proteasas en el sobrenadante de PAO1 mediante el ensayo de degradacién de
caseina, valorado en funcién del tiempo. El método consiste en incubar sobrenadante libre de
células con la caseina (blanca) y registrar su degradacion a 490 nm distintos tiempos hasta
alcanzar el limite maximo de degradacion. La valoracion de las muestras analizadas se
presentan en la Figura 5.3., e indica que aquellas que fueron incubadas con xilitol, retrasé la
digestion de la caseina de manera dosis dependiente. Es decir, a t=30min el control (0% de
xilitol) degradé alrededor de 82.5% de caseina manteniéndose en ese valor hasta el final de la
medicion. Para el caso de las muestras que contenian xilitol, la degradaciéon fue de manera
escalonada 75% para 5%de xilitol; 66.4% para 7 % de xilitol; y de 55% cuando se emplea 10%
del compuesto. De acuerdo a los valores obtenidos, los resultados estarian indicando dos
posibles eventos: que el xilitol afecte la produccion de las proteasas de PAO1 de manera dosis
dependiente y por ende disminuya la liberaciéon de estas al sobrenadante, o afecte Unicamente
la actividad de las proteasas y por ello se observe menor actividad proteolitica de las mismas, o

bien ambas posibilidades.
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Figura 5.3. Actividad de proteasas a partir de los sobrenadantes de cultivo de PAO1 en presencia
de xilitol.PAO1 fue incubada con xilitol en el rango de 0-10 %, en medio LB durante 24 h a 37°C y 200
rpm. Posteriormente los sobrenadantes de los cultivos fueron filtrados y se afiadié una alicuota a un
pocillo que contenia leche descremada al 5%. La actividad de las proteasas se registro durante 40
minutos en un lector de Elisa a 490 nm. Los datos se expresan como la media + D.E de cada una de las

muestras basado en el promedio de los resultados de tres ensayos independientes.
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5.4. El xilitol afecta la accion de LasB pero no la actividad de LasA.

Seguidamente se determind la actividad de otras dos enzimas con actividad exoproteasa
presentes en P. aeruginosa, la elastasa A (LasA) y elastasa B (LasB). Ambas enzimas actuan
conjuntamente para romper la elastina del tejido conectivo y los vasos sanguineos (Rust et al
1994) y han sido halladas en los pulmones de pacientes con FQ. La proteasa alcalina LasA
abre las cadenas de elastina permitiendo el acceso a otras proteasas para la degradacion de
elastina producida por los neutréfilos, entre ellas LasB (Kessler et al 1997).LasB no sélo
destruye elastina sino también otros componentes del tejido como colageno vy fibrina, y también
interfiere con los mecanismos de defensa del huésped inactivando sustancias tales como
inmunoglobulinas humanas G y A, lisozima de las vias respiratorias.

Para estimar la actividad de LasA en se agreg6 a 900 pl de una suspension de S. aureus
inactivada por calor, 100 ul de cada sobrenadantes del cultivo de PAO1 con xilitol (0-10%) (ver
Materiales y Métodos). La actividad estafilolitica de LasA de cada muestra fue determinada
espectrofotométricamente controlando la disminucién de la absorbancia a 595 nm, cada 5 min
durante 1 h (Diggle et al 2002). Durante ese tiempo, no se detecté diferencias entre las
muestras por lo que se concluye que la actividad de LasA no se encuentra afectada por el xilitol
a ninguna de las dosis evaluadas.

Por otra parte, la actividad de la enzima LasB fue medida empleando placas de LB-agar
que contenian elastina acomplejada con rojo Congo (Sigma-Aldrich), donde a su vez distintas
concentraciones de xilitol fueron agregadas a las placas. Luego de que el agar solidifico, se
inocularon 2 ul de un cultivo de PAO1 crecido en LB durante toda la noche y se guardaron a
37°C hasta la aparicion del halo de degradacion. Todas las placas fueron inspeccionadas
(Figura 5.4A) a las 24 h donde se registré actividad elastolitica en la placa control y las que
contenian 3 y 5% de control. Mientras que a dosis superiores del7% no se registré ningun halo
alrededor de la colonia. Sin embargo pasadas las 48 h de inoculacion comenzaron a aparecer
signos de degradacion de elastasa. Esos datos fueron graficados tomando como referencia el
area de la colonia junto con el area del halo de degradacién correspondiente. La resta de
ambas areas me indicaba la superficie degrada de elastina. Esos datos fueron normalizados
con el area de la placa y se graficaron los resultados obtenidos. Si se toma como el 100% de
degradacion al control (0% de xilitol) (Figura 5.4.B) se obtiene que con 3% de xilitol la
degradacion alcanza un 67% de degradacion; 50% con 5% de xilitol; 26% con 7% de xilitol y

10% con 10% de xilitol, indicando una relacion dosis respuesta.
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Figura 5.4. Actividad elastolitica de LasB en presencia o ausencia de xilitol. Actividad de la enzima

LasB. Placas de elastina-rojo Congo a los dias 1 y 3 (A) Medicion cuantitativa de la actividad degradativa

de LasB en funcion de los distintos porcentajes de xilitol (B). Cada ensayo se realizé por duplicado en la

misma placa y a su vez por ftriplicado. Los datos se expresan como la media + D.E de cada una de las

muestras * p <0,05, en comparacion con las células PAO1 sin xilitol.
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5.5. El xilitol afecta los movimientos de swarming y el twitching pero no el swimming
de PAO1

El efecto del xilitol sobre los procesos relacionados a la formacién de biofim como
swimming, swarming y twitching, también fueron estudiados en la cepa de P. aeruginosa PAO1.
Con este objetivo, se cultivd la bacteria durante toda la noche y se inoculé sobre placas de
motilidad con los porcentajes de agar correspondientes al tipo de movimiento que se procuraba
estudiar (swimming 0,3%, swarming 0,5% vy twitching 1,5 %), conteniendo xilitol a los
porcentajes indicados. Para el swimming y swarming se inoculé 2 ul de cultivo mientras que
para el twitching se empled un palillo impregnado con las bacterias para poder atravesar la
capa de agar y alcanzar el fondo de la placa. Luego de 24 h a 30°C para el swarming (Figura
5.5) y 37°C para el twitching (Figura 5.6), se observd que el xilitol redujo notablemente ambos
tipos de motilidad de manera dosis dependiente. En cuanto al swarming se evidencié que a
concentraciones mayores de 5%, hubo una reduccion en la formacion de dendritas (Figura 5.5
B-C). En cuanto al twitching, en el control (sin xilitol) aparecioé el halo caracteristico de este tipo
de movimiento, presente entre la placa y el agar, mientras que estaba ausente en los diferentes
tratamientos con xilitol (Figura 5.6A). Posteriormente, se examinaron los cambios morfolégicos
de las colonias por microscopia optica; especificamente las zonas periféricas dénde las
bacterias se desplazan radialmente para desarrollar el twitching y colonizar nuevas superficies.
En ausencia de xilitol (control), se comprobd que las bacterias emergian desde los bordes,
migrando hacia otras areas de la placa (Figura 5.6B). Este fendbmeno no se visualiz6 en
presencia dexilitol, dado a que exhibia un borde uniforme indicando que las bacterias
quedaban retenidas en la colonia.(Fig.5.6 B c¢ y d).Con respecto al swimming no se

distinguieron diferencias significativas por la presencia de xilitol en la placa.

Figura 5.5. Imagenes de la motilidad de swarming de PAO1 en presencia de xilitol.PAO1 fue
inoculada sobre placas de LB-agar suplementada con 0% (A) 3 % (B), 5% (C), 7% (D) y 10% (E) de xilitol.
Luego de 24 h a 30°C las placas fueron inspeccionadas para determinar en cuales se desarroll6 el

swarming.
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control xilitol 7%

Figura 5.6. Ensayo de motilidad de twitching para cepa PAO1 de P. aeruginosa. La bacteria fue
inoculada a través de una capa delgada de LB agar (1%) conteniendo xilitol a distintos porcentajes, para
visualizar el movimiento dependiente de pilus tipo IV, en la interface agar-placa de petri. Luego de 24
horas de incubaciéon se inspeccionaron las placas Izquierda A: control (a); xilitol 7% (b). Derecha B:
Analisis microscopico (200X) de los bordes de las colonias que se expandieron en la interface agar-placa
de petri. Control (a), xilitol al 3% (b), xilitol 5% (c), xilitol 7% (d). Cada experimento fue realizado por

triplicado. La flecha indica la difusidn de la colonia en el espacio intersticial entre el agar y la placa.

5.6. Produccién de ramnolipidos en presencia de distintas dosis de xilitol

Como la motilidad de swarming estaba afectada, se evalud si una de las posibles causas
era por la reduccién de la produccién de ramnolipidos. Estas moléculas anfipaticas,
compuestas por L-ramnosa y acido 3-hidroxilalcanoico, identificado por primera vez a mediados
del 1900 en cultivos de P. aeruginosa (Hauser 1957) son las responsables en parte, de este
tipo de movimiento en esta y otras bacterias. Por ello, se decidié reproducir el ensayo de
swarming bajo las mismas condiciones descriptas anteriormente pero agregando azul de
metileno (5 pg/ml) y CTAB (0,2 mg/ml) al agar porque facilita la precipitacién de los
ramnolipidos. Como consecuencia de ello se origina un halo de color azul alrededor de la
colonia, indicando la presencia de los ramnolipidos sin afectar la viabilidad de la bacteria. Bajo
estas condiciones se puede determinar si las colonias en presencia de xilitol o cualquier otro
compuesto que se quiera evaluar producen o no ramnolipidos. Para este caso, luego de 24
horas a 30°C se inspeccionaron las placas observandose que aquella que no contenia xilitol
(control) desarrollé el movimiento de swarming dado por la presencia de dendritas
caracteristicas del movimiento. Por otra parte en el punto de siembra, se visualizé el halo azul
(Figura 5.7. A), indicativo de la presencia del biosurfactante tal como se esperaba para el

control; mientras que las bacterias que fueron inoculadas en las placas que contenian xilitol no
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se desarroll6 el halo azul (Figura 5.7. B). Este resultado indicaria que el xilitol afecta también la

produccion de ramnolipidos y eso da como resultado inhibicion del movimiento de swarming.

Figura 5.7. El swarming se inhibe por reduccién en la produccién de ramnolipidos. Imagen
representativa de produccién de ramnolipidos en ausencia (control) o presencia de xilitol 7%. PAO1 fue
inoculada por duplicado en una placa de LB-agar al 0,5% conteniendo azul de metileno y CTAB para
visualizar la presencia de ramnolipidos. Luego de 24 horas se inspeccionaron las placas. Cada ensayo se
realiz6 por duplicado sobre la misma placa tres veces.

5.7. Accion del xilitol sobre la produccion de factores de virulencia por interferencia

en la regulacion génica del sistema de QS

Debido a que el xilitol afecté varios factores de patogenicidad de P. aeruginosa, como la
produccion de piocinanina, la formacién de biofilm, la actividad de proteasas como LasB, la
motilidad y la produccién de ramnolipidos se decidi6 investigar si los resultados observados se
debian a que este compuesto estaba ejerciendo su efecto sobre el sistema de QS, siendo este
un mecanismo importante de regulacién de estos factores de patogenicidad tanto en Gram
negativas como en Gram positivas (Reading & Sperandio 2006). Para los sucesivos ensayos,
se decidié continuar con 7% de xilitol, dado a que este porcentaje de xilitol es el que encuentra
en muchos fluidificantes para la higienizacion de las fosas nasales, especialmente en pacientes
que sufren otitis media recurrente (Camps Rubiol T 1999), en cuyas infecciones los patdgenos
mas frecuentes son Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae, y menos frecuente
P. aeruginosa.

La obtencion de AHLs se realizé con acetato de etilo acidificado, como se describe en
Materiales y Métodos y se sembrd una alicuota de cada muestra (normalizado con la D.O. de
crecimiento) sobre una placa C18 de fase reversa. La presencia de las moléculas de AHL en la
placa cromatografica fue visualizada empleando la cepa A. tumefaciens WCF47 que detecta
AHLs de variadas estructuras y tamafos. Los resultados se cuantificaron por densitometria

empleando el programa Imaged 1.41, y se graficé densidad en funcion de las AHLs producidas.
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Los resultados obtenidos revelaron que el cultivo de PAO1 sin xilitol (control) mostré la
presencia de las moléculas C12-HSL, C8-HLS y C6-HSL (Figura 5.8.A), mientras que el cultivo
en presencia de xilitol mostré un 50% de reduccion en las especies C6-HLS, C8-HLS y del 90%
en C12-HLs.

Por otra parte, y como se mencioné anteriormente, la produccion de diversos factores de
virulencia bacterianos esta regulada por el sistema de quorum sensing (QS). Una de las la
hipétesis surgida a partir de los experimentos fue que el xilitol podria estar interfiriendo con la
expresion de las sintasas de AHLs. Para corroborar esta idea, se evalud la expresion de los
genes involucrados en la sintesis de las sintasas de AHLs utilizando el gen reportero de LacZ.
En la cepa PAO1 se introdujo un plasmido que contenia un fragmento de la regién promotora
del gen sintasa /asl, responsable de la produccion de 3-oxo-C12-HSL o del gen rhll
responsable de la produccién de C4-HSL ambos fusionados al gen reportero lacZ. Las colonias
transformadas de PAO1 con los plasmidos pME3853 (Alasl:lacZ) y pME3846 (Arhll:lacZ) fueron
crecidas en medio con LB sélo o en presencia de xilitol 7%. Luego de 24 horas, se midi6 la
expresion de la B-galactosidasa utilizando ONPG (orto-nitrofenil-B-D-galactopiranésido) como
sustrato, el cual permiti6 medir, de manera indirecta, la expresion de /asl. En el control, la
expresion de los genes de las sintasas, alcanzé alrededor de 9000 unidades Miller para
(Arhll:lacZ) y 11000 unidades de Miller para (Alasl:lacZ). En cambio para el cultivo tratado con
xilitol 7% la expresion para ambas sintasas alcanzé 2000 unidades Miller, representando una

inhibicion de la expresion de las enzimas de un 80% y 78%, respectivamente (Figura 5.9. B).
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Figura 5.8. Estudio del QS en presencia de xilitol al 7%. Analisis cromatografico de AHSLs (A). Las
muestras que contenian las AHLs de PAO1, fueron inoculadas sobre una placa cromatografica de fase
reversa C18 desarrollada con metanol/agua (60:40,v/v). La visualizacion de las AHLs se realizd
empleando la cepa biosensora A. tumefaciens NTL4. P. aeruginosa PAO1; Spot 1 corresponde a PAO1
control, spot 2 corresponde a PAO1 tratada con xilitol 7% durante toda la noche. Expresion de los genes
lasl'y rhll(B). La expresion de los genes de de sintasa de homoserina lactona fueron medidos por B-Gal
en los cultivos de PAO1 a las 24 y 48 horas en ausencia (barras negras) o presencia (barras grises) de
xilitol 7%, empleando los pldsmidos pME3853(/asl::lacZ) y pME3846 (rhll::lacZ) Los resultados

representan la media + DS de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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Estos resultados proponen la idea de que el xilitol interfiere en la regulacion génica del sistema
de QS e inhibiria la expresion de las sintasas de AHLs lo cual explicaria (al menos en parte) la

reduccion significativa de la produccion de factores relacionados con la virulencia de PAO1.

5.8. Efecto del xilitol en la adhesién de P. aeruginosa sobre la linea respiratoria Calu-3

5.8.1. Descripcion del tipo celular utilizado en el estudio

En los ultimos afos numerosas investigaciones han dado lugar a la idea que las células
del epitelio bronquial funcionan como “barrera” de sustancias y de microorganismos
provenientes del exterior, regulando la puesta en marcha y funcionamiento de la proliferacion,
inflamacion y reparacion de las vias aéreas tanto en situaciones fisiolégicas como en diferentes
patologias respiratorias (Proud & Leigh 2011). La posibilidad de cultivar en forma aislada (sin
contacto con células inmunes ni de otro tipo) células epiteliales bronquiales de origen humano
permite estudiar y comprender mejor los fenémenos relacionados con ellas.

Calu-3 (Figura.5.9.A) es una linea celular de origen humano que presenta una estructura y
funcion muy similar al epitelio bronquial humano normal, tiene gran adherencia y puede crecer
en monocapa Yy también en una interface aire-liquido utilizando filiros permeables para
polarizacion celular (Figura.5.9.B), expresa altos niveles del CFTR y produce un liquido de
superficie (ASL) con actividad antimicrobiana. Debido a estas caracteristicas y otras, es
utilizada como modelo en estudios fisiolégicos y farmacoldgicos del epitelio de las vias aéreas
(Zhu et al 2010;Stewart Ceri E. 2012; MacVinish LJ 2007;Cantin AM 2006). Se sabe quela
estimulacién de las Calu-3 con diferentes irritantes o mediadores celulares induce la liberacién
de radicales libres (productos del stress oxidativo) (Forti et al 2011) y de mediadores de la
inflamacion como la IL-6 e IL-8 (Sun et al 2008) y por estas caracteristicas, se la eligié en los
sucesivos ensayos a fin de obtener datos que permitan conocer que sucede cuando se expone
el epitelio pulmonar a PAO10 a los factores de virulencia liberados por ella, cuando se crece la

bacteria en presencia o ausencia de xilitol.
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Low Density

Figura 5.9. Modelo de Epitelio Respiratorio in vitro. (A) Células Calu-3. (a) baja confluencia de células;
(b) confluencia media. (B) Crecimiento frascos de cultivo (b), microplacas (c), o en interface interfase aire-
liquido (c y d) sobre un inserto o “transwell” simulando cara basal y luminal de los pulmones. Para
determinar la viabilidad se emplea un electrodo acoplado a un voltimetro (e) que indica resistencia
eléctrica transepitelial generado por la monocapa de células Calu-3. El valor de la resistencia transepitelial

indica una mayor confluencia de células. Medicion de la resistenica(f).
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5.8.2. El tratamiento de PAO1 con xilitol disminuye la adhesion a las células Calu-3

Cuando el epitelio se encuentra danado, P. aeruginosa se une por la cara basolateral de
las células. Esta adherencia al tejido del hospedador facilita la colonizacion y supervivencia del
patdégeno, representando una etapa esencial en la mayoria de los procesos infecciosos
(Jankowska et al 2008).Se ha comprobado que la adhesion de P. aeruginosa al epitelio puede
originar la muerte de la célula hospedador, permitiendo a la bacteria penetrar la capa de células
epiteliales diseminarse por el torrente sanguineo y colonizar érganos distantes ocasionando
severos dafios en la salud del hospedador (Bucior | 2012). Para evaluar si PAO1tenia menor
adherencia a Calu-3, se desarroll6 el ensayo partiendo de un cultivo crecido toda la noche en
LB-xilitol al 7%.La cepa empleada fue PAO1-GFP debido a que se utilizé para cuantificar por
fluorescencia las diferencias con el control (sin xilitol). La concentracion optima de Calu-3
empleada fue de 10° ceIIs/cmzque luego de 24 no alcanzaba la confluencia y se lograba
suficientes espacios libres entre el epitelio formado, para que la bacteria pueda adherirse (Lee
A et al 1999).

Al momento de desafiar las células con la bacteria pre-tratada, se empleé medio
isotonico Ringer, que favorece la adhesion bacteriana a la cara basolateral de las células
epiteliales que si se emplease un medio de cultivo tradicional(Lee et al 1999).La concentracion
bacteriana empleada para el experimento fue de 108UFC/ml equivalente a 0,1 de D.O 600 nm
inoculadas durante una hora. Posterior a ello se realizaron 3 lavados con PBS para eliminar las
bacterias débilmente unidas, e inmediatamente se visualizaron las Calu-3 al microscopio de
fluorescencia para evaluar la adherencia. El andlisis microscopico determind que el control (sin
xilitol) presentd una gran proporcién de bacterias adheridas a la cara basolateral de las células
Calu-3 (Figura 5.10.A.a), contrariamente a lo que sucedia con aquellas bacterias que crecieron
en presencia de 7% de xilitol (Figura 5.10.A.b). Para este caso la cantidad de bacterias
adheridas fue significativamente menor (Figura 5.11.A.b). Esto se corroboré mediante
densitometria en dénde la fluorescencia emitida por la bacteria se registré empleando el
programa Imaged 1.42 (Figura 5.10.B). Los valores de densidad de fluorescencia media
cuantificados para el control fue de 1.320.000 CTCF, mientras que para las tratadas con xilitol
fue de 115.000 CTCF, representando un 90% menos de bacterias unidas al epitelio. Estos
resultados fueron obtenidos luego de realizar el promedio de 5 campos al azar de cada una de

las muestras.
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Figura 5.10. Imagen representativa del ensayo de adhesion de PAO1 a epitelio de células Calu-3.

La adherencia de PAO1-GFP (D.O s00nm =0.1) se inspecciond por microscopia de fluorescencia la cantidad
de bacterias adheridas al epitelio producido por Calu-3 y los datos se procesaron mediante el programa
ImagedJ 1.42. Los datos se expresan como la media + D.E. de cada una de las los 10 campos observados

por muestra * p <0,05, en comparacion con las células tratadas PAO1 sin xilitol.

5.8.3. Efecto del sobrenadante de P. aeruginosa sobre la viabilidad celular y de la

adhesion de la lineaCalu-3.

Las células respiratorias estan implicadas en la iniciacion y regulacion de la respuesta
inflamatoria a través de la expresion de citoquinas inflamatorias y factores de crecimiento
(Nakamura et al 1991, Standiford et al 1990).Ademas, las células expresan todas las isoformas
de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS) (Sherman et al 1999)siendo capaces de producir
elevados niveles de 6xido nitrico (NO) durante una infeccion, de modo que el NO posee un rol
importante en la defensa del hospedador. Muchas enfermedades inflamatorias pulmonares se
asocian con altos niveles de NO y IL-8. Ambos mediadores inflamatorios son quimioatractantes
de neutrdfilos, y se cree que el aumento del NO incrementa la produccion de ARN mensajero
de IL-8 desencadenando el inicio de la respuesta inflamatoria (Sparkman & Boggaram 2004).
En pacientes con FQ los altos niveles hallados de NO se debe entre otras cosas, a la
exposicién constante a patdégenos. Esto resulta toxico para las bacterias y necesario para
contener la infeccién, pero al mismo tiempo dafian los tejidos del hospedador ocasionando la
liberacion de mediadores inflamatorios. En el caso de individuos predispuestos por sus
patologias de base, la cascada de mediadores inflamatorios tiende a amplificarse sin control y
es probable que este y otros tipos de radicales estén implicados, al menos en parte, en las

reacciones inflamatorias en la FQ (Francoeur C 1995).
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P. aeruginosa libera diversos factores de virulencia al sobrenadante que como se ha
mencionado anteriormente, afecta la fisiologia celular del hospedador. A fin de determinar cuan
citotdxico resultaba ser el sobrenadante, se expusieron los cultivos de Calu-3 durante 4 horas a
distintos porcentajes de los mismos a partiendo de cultivos de PAO1 crecido en presencia o
ausencia de sobrenadante(1 % a 50 %) proveniente de un cultivo D.Ogy crecido o no con 7%
de xilitol (ver Materiales y Métodos). La viabilidad se verifico a través del ensayo colorimétrico
con sales de tetrazolio(MTS),que permitié inferir a través de la actividad metabdlica de oxidasas
mitocondriales, la cantidad de células vivas o muertas. Los resultados obtenidos por este
método, demostraron que utilizando entre el 1% y 10% de cualquiera de los sobrenadantes
tanto control como los de xilitol a distintos porcentajes, las Calu-3 no se encontraban afectadas
y la célula continuaba metabdlicamente activa. No existieron diferencias significativas para
estos valores entre los tratamientos y el control (Figura 5.11.A). Sin embargo, cuando se evalué
a porcentajes mayores, hubo una marcada reduccion en la viabilidad celular en donde a 20%
de SN, se redujo un 28%, y al 100% cuando se lo cultivd con 50% de sobrenadante.
Paralelamente se realizé una inspeccion bajo microscopia éptica de cada pocillo Figura 5.11.B.
hallandose que con el 20% del sobrenadante proveniente del cultivo sin xilitol, originaba un
marcado desprendimiento del epitelio, demostrando que en el sobrenadante se encuentran
elementos toxicos que afectan la adhesiéon de la monocapa. Por el contrario con el cultivo que
fue tratado previamente con xilitol apenas se indujo un desprendimiento hacia los bordes de la
placa. Esto indica que el sobrenadante al tener una menor cantidad de factores téxicos es

menos danino para el epitelio celular comparado con el control.
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Figura 5.11. Ensayo de viabilidad celular de Calu-3 tratadas con SN de PAO1 por MTS. (A) C,control
con medio de cultivo sélo; C+LB, control con LB(50); Xy-, sobrenadante (SN) proveniente de PAO1
crecida sin xilitol (7%), X+ sobrenadante proveniente de PAO1 crecida con xilitol (7%). Los SN
provenientes de los cultivos de PAO1 crecidos en presencia o ausencia de xilitol 7% fue adicionado a
distintos porcentajes 10%, 20% y 50% al medio de cultivo.(B) monocapa desprendida en los pocillos
tratados con el SN de PAO1 20% (flecha). En aquellos pocillos tratados con 20% del SN de PAO1 con
xilitol 7%(20% SNXy+) la monocapa permanecié mas adherida. Cada tratamiento fue realizado por

sextuplicado. Se muestra un ensayo representativo de 6 ensayos independientes.
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5.8.4. El tratamiento de la cepa PAO1 con Xilitol disminuye la produccién de radicales

por las células Calu-3

Seguidamente se evaluo la liberacion de radicales libres en las células Calu-3 a las que
se traté con el sobrenadante de PAO1 procedentes de cultivos bacterianos crecidos bajo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas. Esta medicion se llevé a cabo debido a los
resultados obtenidos del punto anterior dado a que si bien a bajas dosis no existian diferencias
significativas en cuanto a la toxicidad, si se hall6 diferencias en la adhesién de la monocapa.
Para la medicion de radicales libres se empled diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina
(HoDCFDA, Invitrogen), un compuesto quimico que detecta perdxido de hidrégeno, radicales
peroxilo, y aniones peroxinitrito, en células que sufrieron dafo oxidativo (Chwa et al 2006). El
registro de estos radicales libres se realizé por microscopia de fluorescencia luego de 30
minutos de exposicion de las células al sobrenadante, tiempo en el cual se puedo observar
dano celular oxidativo y detectar diferencias significativas entre el control y los diferentes
tratamientos.

La fluorescencia emitida por las células dafadas se capturd por densitometria a través
del software ImageJ 1.42 y se realizdé un graficé a partir de los resultados. La Figura 5.12.A
representa la fluorescencia celular total corregida (del inglés, CTCF) en funcién de los
porcentajes (%) de los sobrenadantes empleados obtenidos a través de las imagenes de la
Figura 5.12.B. Como se observa en la Figura 5.12.A, con50% de sobrenadante (50%SN) de
PAO1 se obtuvo mayor emision de fluorescencia (1.300.000 CTCF) que aquellas que fueron
tratados con el 50% del sobrenadante de PAO1 (50%SNXy+), crecidas en presencia de xilitol al
7%, alcanzando 115.000 CTCF (p <0,05) Figura 5.12 B. En cambio con el 10% del SNXy+ y
10% de SN, no se obtuvieron diferencias significativas con respecto al control ni tampoco con el

control con LB.

Esto confirmaria la idea de que el xilitol interfiere en la liberacion de factores de virulencia
de la bacteria disminuyendo su toxicidad y como consecuencia reduce la liberacién de radicales
libres en Calu-3. A las dosis menores utilizadas y en el tiempo de incubacién empleado no se

detecto por este método diferencias entre los tratamientos.
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Figura 5.12. Ensayo de produccion de ROS por las células Calu-3 en presencia de distintos

porcentajes de sobrenadantes de PAO1.Las células se incubaron con sobrenadantes provenientes de
cultivos de PAO1 incubados o no con xilitol al 7%, durante 30 minutos, previamente se adicioné diacetato
de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA) por 10 minutos. El exceso de colorante fue removido y las
muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia (excitacion 460—480 nm y emisién at 495-540
nm). Los resultados obtenidos se procesaron con el programa para fluorescencia Imaged 1.42.
obteniéndose la Fluorescencia celular total corregida (del inglés, CTCF). Los datos se expresan como la
media + D.E. de cada una de las muestras *p <0,05, en comparacion con las células tratadas con

sobrenadante de PAO1 sin xilitol.

Cuando se analizaron dosis mayores como 50% de sobrenadante, las Calu-3
comenzaron a aglomerarse inmediatamente dentro de los 10 minutos de exposicion al agente
nocivoy a desprenderse inmediatamente del pocillo de la placa (Figura 5.12.B), indicando un
severo dafio celular (Figura 5.13.ByD). Sin embargo, el 50% de sobrenadante proveniente del
cultivo crecido en presencia de xilitol, la morfologia observada era muy similar al control (medio
de cultivo sélo) (Figura 5.13.A), con un leve indicio de desprendimiento de los bordes de la
mono capa (Figura 5.13.CyD), pero sin presentar el dafio generado como en el caso del 50%
sobrenadante de PAO1. Nuevamente, el sobrenadante de las bacterias PAO1 tratadas con

xilitol resultd menos nocivo a tiempos cortos aun empleando porcentajes altos de
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sobrenadante. La disminucion en la produccién de especies reactivas por las células epiteliales
dio como resultado menor toxicidad celular y un menor cambio morfolégico de la monocapa de
células Calu-3 impidiendo su desprendimiento de la placa compara con el sobrenadante de
PAO1 sdlo.

Figura 5.13. Visualizacion microscépica de la monocapa de células Calu-3 expuestas a 50% de
sobrenadante de PAO1. Las Calu-3 expusieron a distintos porcentajes de sobrenadante (SN) de PAO1
en presencia o ausencia de xilitol al 7%. Luego de exponer la monocapa de células con sobrenadante de
PAO1 con un microscopio 6ptico hasta observar alteraciones morfoldgicas en las células. control (A); 50%
SN de PAO1 (B); 50% SN de PAO1 tratado con xilitol 7% (C). Magnificacion 40X. Monocapa celular
tratadas con 50% SN de PAO1 (D); 50% SN de PAO1 tratado con xilitol 7% (E) Magnificacién 10X. La
flecha indica dafio epitelial. El ensayo fue realizado por triplicado tres veces con resultados similares.

Al mismo tiempo, se evalué la concentracion denitrito (NO,') producido como consecuencia de
la interaccion del NO liberado por las células danadas con el oxigeno. La interaccién quimica
entre el NO y el O, genera una variedad de 6xidos de nitrdgeno que al ser muy estables son
facilmente cuantificables en los fluidos bioldgicos (Xu & Liu 1998) por el método de Griess (ver
Materiales y Métodos), resultando en una reaccion colorimetria. La sensibilidad de dicho
método para cuantificar nitritos en el sobrenadante de células epiteliales es en el rango de 0-
100 uM, y para este caso sepudo observar produccion de NO, celular al emplearse
porcentajes altos de SN (50%), donde la agresién del sobrenadante de la bacteria sobre las
células fue extrema.

Los resultados generados para cada punto se extrapolaron a la curva estandar, obteniéndose

una concentracién de nitritos de 3,1 £ 0.2 uM para aquellas células que fueron tratadas con el
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SN PAO1 y de 2 + 0,3 uM para el SN que provenia de un cultivo crecido en presencia de xilitol
al 7% La reduccién de NO, en las células que se trataron con los SN de PAO1 con xilitol
representa un 33% menos si se lo compara con el SN proveniente de un cultivo Unicamente

con medio de crecimiento (Figura 5.14. Ay B).
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Figura 5.15. Ensayo de produccion de NO por las células Calu-3 en presencia de sobrenadantes de
PAO1 con y sin xilitol. Las células se incubaron con distintos porcentajes del sobrenadante de PAO1,
durante 30 minutos. La concentracion de nitritos en el medio de cultivo se determindé mediante la técnica
de Griess (A Cuantificacion de la produccion de NO (B).Los datos son representativos de 6 experimentos
independientes y muestran la media + D.E de las muestras por octuplicado. * p <0,05, en comparacion

con las células tratadas con sobrenadante de PAO1 sin xilitol.

5.8.5. Medicion del factor pro-inflamatorio IL-8 en Calu-3 expuestas a sobrenadante de
PAO1

P. aeruginosa desencadena en los pulmones de los pacientes con FQ la respuesta inmune
innata de las células epiteliales de las vias respiratorias, incluyendo la cadena de sefializaciéon
celular que conducen a la activacion del factor de transcripcion NF-kappa B y la produccién y
liberacion de citoquinas proinflamatoriasy quimiocinascomolL-8 e IL-18 (Adamo et al 2004,
DiMango et al 1998); (Hybiske et al 2004). Para determinar la liberacion de IL-8 se tomaron los
sobrenadantes de PAO1 y se los incubd durante 4 horas en un cultivo de Calu-3.(lllek et al
1996).

La dosis empleada fue del 10% de sobrenadante, en la cual no se evidenciaba dafio epitelial

medido por MTS ni cambios morfolégicos en ese periodo de tiempo, como sucedia por ejemplo
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al 20% de SN de PAO1 y a dosis mayores, por lo que permitiria hallar diferencias entre los
tratamientos a dosis menores Ademas, se contaba con la experiencia previa de que 4 horas,
era un tiempo optimo para permitir la expresion de IL-8. Luego de la incubacion con el
sobrendante de PAO1 con o sin xilitol (7%), se removi6 el medio de cultivo de las células que
contenia la citoquina en estudio y se empled el método de ELISA para detectar IL-8 (Materiales
y Métodos).

La Figura 5.16. muestra como la liberacion de IL-8 aumenté con respecto al control basal
(células con medio de cultivo sélo) para el sobrenadante de PAO1. Este sobrenadante estimulé
la produccion de la citoquina IL-8, incrementando su liberacion 30 ng/ml, 2.3 veces mas que el
nivel basal que fue de 13 ng/ml. Afortunadamente, el sobrenadante de PAO1 cultivado con
xilitol, alcanzo valores similares al control, con una concentracién de 17ng/ml. Este resultado
indica que el sobrenadante de PAO1 proveniente del cultivo tratado con xilitol al 7%, es menos
citotéxico, y reduce significativamente la produccion y liberacién de IL-8, demostrando que el

xilitol torna menos patogénica a P. aeruginosa PAO1 por reduccion de sus factores de

virulencia.
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Figura 5.16. Las células fueron tratadas solo con medio de cultivo (C), medio de cultivo y 5% de LB
(C+LB), 5% SN de PAO1 (5% SN X-) y 5% de SN de PAO1 tratado con xilitol al 7% (5% SN X+). Luego
de 4 h se recogio el medio y se midi6 la produccion de IL-8 por ELISA. El gréafico representa la media de

las muestras * D.E. representativo de dos ensayos independientes realizados por triplicado con p<0,001.
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Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que el xilitol posee propiedades
antiadherentes y es capaz de reducir la formacion de biofilm de PAO1. Al modular la expresion
de los factores de virulencia de PAO1 ejerce efectos positivos sobre la liberacion de
mediadores inflamatorios como el NO, radicales libres en general, e IL-8 por parte del epitelio
bronquial. Esto permite pensar al xilitol como un potencial agente para el tratamiento de
infecciones causada por P. aeruginosa y otras bacterias en pacientes con FQ u otras

patologias que involucre procesos infecciosos e inflamatorios.
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6. DISCUSION

En el 2012 la Organizacion Mundial de la Salud(WHO 2012) se pronuncié sobre la
necesidad de buscar nuevos medicamentos a base de plantas como fuente de atencion
primaria de salud para la gran mayoria de la poblacion del mundo, especialmente en los paises
en via desarrollo (WHO 2001).Esto refuerza a su vez, la responsabilidad de los cientificos a
dedicar mas atencién al reino vegetal.

La mayoria de los agentes antimicrobianos y antiinflamatorios utilizados
terapéuticamente son de origen natural y posteriormente se los industrializa para su
comercializacién. Esto promueve el interés de investigar plantas empleadas en la medicina
tradicional o las de consumo diario ya que, los productos naturales, ofrecen una gran
diversidad quimica de compuestos, ocupando un espacio adicional en el campo de la quimica
farmacéutica si se lo compara con aquellos de origen sintético. Varios estudios sugieren que
los fitoquimicos de la dieta pueden dar lugar a una nueva categoria de sustancias
antimicrobianas que podrian presentar un espectro mas amplio de accién, contribuyendo a
solucionar el problema de la resistencia a los antibioticos (Mowrey 1990) y a los efectos
adversos de los antiinflamatorios convencionales. A su vez se los reconoce como seguros y
muy rara vez se les asocia efectos colaterales como ocurre con los medicamentos de uso
tradicional (Cowan 1999, Mowrey 1990., Vattem 2005) por lo que hace que el estudio de
compuestos naturales sea valida.

Durante esta tesis de doctorado, los estudios realizados se enfocaron en la busqueda de
compuestos naturales con potencial actividad antimicrobiana y/o anti-inflamatoria sobre
Pseudomonas aeruginosa, responsable del dafio pulmonar crénico y progresivo en paciente
con Fibrosis Quistica.Por ello en esta seccion se analizaran los resultados obtenidos en el
estudio de compuestos derivados de plantas como agente antimicrobiano sobre PAO1 y se
discutiran sus implicancias sobre la respuesta inflamatoria tanto in vivo como in vitro bajo los
modelos de inflamacién descriptos. Finalmente, se plantearan las perspectivas y la relevancia

de estos compuestos como potenciales agentes terapéuticos en pacientes con FQ.

El extracto etandlico de Rosmarinus officinalis enriquecido con CA, reduce la
viabilidad bacteriana, potencia la accion de los antibioticos y posee propiedades

antinflamatorias.

Durante esta tesis de doctorado, los estudios realizados se enfocaron en la busqueda de
compuestos naturales con potencial actividad antimicrobiana y/o anti-inflamatoria. En la primera
parte, se presentaron los resultados obtenidos utilizando un extracto acuoso (RACU) y otro
etanodlico (RETOH) de hojas frescas de romero en los que se determind la composicion de

compuestos fendlicos por HPLC/C-18. Los perfiles para el RETOH, mostraron que este extracto
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estaba enriquecido principalmente de CA, y en menor medida de su analogo oxidado el CS
(Figura 3.2.C) junto con otros compuestos minoritarios no identificados. El otro compuesto
fendlico, el RA, fue identificado como uno de los componentes mayoritarios del RACU (Figura
3.2.B). Al evaluar los extractos como potenciales agentes antimicrobianos sobre Pseudomonas

aeruginosa PAO1, se encontré6 que de los dos, el RETOH presenté mayor actividad

antibacteriana debido a que la CIM no super6 los 1000 pg/ml (Figura 3.3.A), mientras que para

el RACU, la CIM fue superior a 5 mg/ml (Figura 3.3.B) e inclusive a dosis mayores de 10 mg/mi
(datos no mostrados). A su vez, el crecimiento se vio significativamente reducido en presencia
de CA y CS, en donde ambos redujeron el crecimiento de PAO1 cuando se emplearon
concentraciones de 600 y 800 pg/ml, respectivamente (Figura 3.3.C y D). En cuanto a la accién
de RA, no se hallaron valores en los cuales el crecimiento haya sido afectado (Figura 3.3 B).
Estos resultados demuestran que la acciéon antimicrobiana observada frente a PAO1 por el
REOH corresponde principalmente a CA, el compuesto mayoritario contenido a partir de hojas
frescas de romero. Los resultados coinciden con los publicados por Alnamer y col (Alnamer
2013), donde demostraron por otro método, el de difusion en disco, que el RETOH inhibe el
crecimiento de P. aeruginosa (Alnamer 2013, Genena 2008). A partir de los resultados
alcanzados, se buscé determinar que ocurria con la actividad de los compuestos frente
aislados clinicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes con FQ, y sobre otras cepas
como B. cepacia, S. aureus y E coli, también presentes en estos pacientes. Los resultados
logrados fueron similares a los encontrados para PAO1 (Tabla 3.1). Si bien, las
determinaciones analiticas se realizaron por métodos distintos, uno en medio liquido y el otro
en placas de agar, la correlaciéon en cuanta efectividad de RETOH, RACU, CA, CS y RA fue la
misma en los aislados clinicos que en PAO1, en ambos casos el crecimiento fue inhibido por
RETOH, CAy CS. Entre CA y CS, el primero fue mas efectivo que CS, debido a que se empled
una menor dosis con respecto a CA para inhibir el crecimiento. Interesantemente la cepa FQres
que presento resistencia antibidtica a los tres antibidticos evaluados, mostré susceptibilidad con
CA y CS (Figura 3.4 y Tabla 3.1). Como sucedié con PAO1, el RACU no fue efectivo en
ninguna de las cepas aun cuando se emplearon altas dosis del mismo.

Bajo la hipdtesis de que la combinacién de compuestos provenientes de fuentes naturales,
como los que provienen de la dieta, podrian ser una buena estrategia para el tratamiento de
infecciones si se los combina con antibiéticos (Jayaraman et al 2010, Lewis & Ausubel 2006),
se investigo la co-administracién de RETOH en dosis subinhibitorias, junto con GEN, TOB y
CAZ. Cuando se analiz6 el efecto del antibidtico sdlo, se registr6 mostré que el crecimiento de
PAO1 se redujo de manera significativa para los tres antibiéticos empleados. La ECsq fue de
1,75 ug/ml para GEN (Figura 3.5.a); 5 ug/ml para CAZ (Figura 3.5. b); y 1,25 ug/ml para TOB
(Figura 3.5.c). Al co-administrar antibiotico junto con RETOH, se produjo una reduccién en la
ECso de 1 ug/ml para GEN mientras que para CAZ y TOB el valor se redujo a 0.0625 pg/mly se
mantuvo en ese rango aun a mayores dosis de antibidtico. Esto podria indicar que hay una

concentracion minima de RETOH capaz de bloquear la salida del antibiético y como
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consecuencia incrementar la accion del mismo a bajas dosis. Por ello el efecto inhibitorio
observado.

Cuando se repitié el experimento con CA junto con TOB se hallé el mismo comportamiento
observado con RETOH. El crecimiento disminuyé en la fase donde el antibiético inducia
levemente la proliferacion bacteriana (0-0,75 pg/ml) decreciendo rapidamente y de manera
significativa en el rango de 0,50 a 2,5 pg/ml (Figura 3.5.d). Interesantemente estos datos
concuerdan con los hallados por Horiuchi y col., (Horiuchi et al 2007) en el que demostraron
que tanto CA como CS, potencian la accion de los aminoglicésidos en bacterias Gram positivas
de manera sinergistica. Los resultados hallados sumado al de los otros grupos permitiria
pensar que el empleo de los antibiéticos junto con el RETOH o CA reducirian los efectos
colaterales asociados a ellos dado a que se requiere una menor dosis de los mismos para que
cause el mismo efecto que el antibiético soélo.

Intentando comprender la accion de estos compuestos naturales, y teniendo en cuenta la

importancia de la formacion de biofilm bacteriano en la resistencia a distintos antibidticos, se
estudié que sucedida con este, cuando se incubaba la bacteria en presencia de CA. En el caso
del biofilm de PAO1 (Figura 3.6.a), la formacion de este se redujo 25% con respecto al control,
para las 3 dosis empleadas de CA indicando que el efecto es independiente de la
concentracion utilizada de las tres dosis empleadas. El andlisis sobre los aislados clinicos con
los resultados fueron variables, ya que en algunos casos no hubo diferencias significativas con
el control y en otros se alcanzé una inhibicién de hasta un 50% (Figura 3.6.b-e). Estos
resultados indicarian que el CA ejerce un efecto sobre la formacion de biofilms dependiendo de
las caracteristicas particulares de cada cepa.
La susceptibilidad antimicrobiana de PAO1 bajo la estructura de biofilm, también fue evaluada
cuando se adicionaba TOB (10 pg/ml) luego de 24 h de formado el biofilm en presencia de 5
ung/ml de CA. En funcion de los resultados, se hallé que el biofilm formada en presencia de CA,
es mas permeable a TOB ya que cuando se adicion6 TOB (10 ug/ml) 24 h después al biofilm
previamente formado (crecido sin CA), éste se redujo en un 35% con respecto al control,
mientras que la adicion de TOB al cultivo tratado con CA previamente, se redujo en un 67,47%.
Esto podria indicar que el biofilm que se forma en presencia de CA es estructuralmente distinto
al control (sélo), permitiendo el acceso del antibiético y por lo tanto facilitando la accién
bactericida de la TOB (Figura 3.7.). Los valores demuestran que posiblemente el biofilm
formado en presencia de CA es estructuralmente distinto al control, permitiendo el acceso del
antibiodtico y por lo tanto facilitando la accion bactericida del mismo, por ello las diferencias
encontradas.

Los resultados llevaron al estudio de la motilidad de P. aeruginosa, debido a que este
fendmeno es necesario para la formacion de biofilm (O'Toole & Kolter 1998). Los tres tipos de
movimientos, swimming, swarming y twitching, fueron desarrollados por PAO1 en ausencia de
CA, sin embargo, de los tres, el swarming y el twitching fueron inhibidos a dosis subinhibitorias
de CA (Figura 3.8) mientras que el swimming no fue afectado. A su vez se encontré que las

bacterias que se encontraban en la periferia bajo el movimiento de swarming, eran repelidas
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por CA (0,2; 0,5 y 1 ul partiendo de 4 mg/ml), cuando se inoculaba el compuesto como un
punto sobre la placa (Figura 3.9). PAO1 realizé el movimiento caracteristico de swarming hacia
todas las direcciones y por encima de los discos que contenian unicamente el solvente dénde
se diluyo la droga (control) (Figura 3.9.Aa y Ba), mientras que avanzaba en direccién a los
discos impregnados con CA pero cambiando la trayectoria de desplazamiento, indicando que
CA afecta la motilidad bacteriana (Figura 3.9. A (c—d) y B (c-d)). Lo mismo ocurrié con el
twitching donde las bacterias eran incapaces de movilizarse a dosis mayores que 0,5 ug/ml de
CA (Figura 3.10). A su vez se encontré6 que en presencia de CA las bacterias no tenian la
capacidad de colonizar otras superficies en presencia de CA (Figura 3.10 Bb), como ocurri
con el control (sin CA) (Figura 3.10Bc) en donde las bacterias se encontraban esparcidas
colonizando nuevas superficies de la placa. Similares resultados fueron hallados para CS, en
donde la motilidad bacteriana fue afectada por este compuesto contrariamente a lo sucedido
con RA que no tuvo ningun efecto sobre la bacteria (Figura 3.11.).Analizando la produccién de
AHLs, y teniendo en cuenta que el QS regula la formacién de biofilm y la movilidad bacteriana,
se observé una clara alteraciéon en la produccién de estas, un incremento de las AHLs C4-
AHLs, C6-AHLs, C8-AHLs y C12-AHLs. Esta alteracién en las AHLs podria deberse a la
inhibicién o interferencia en el sensado de estas moléculas, alterando su regulacién y por ende

la motilidad, el biofilm, y explicaria la accién potenciadora del CA sobre la tobramicina.

Ademas de la accidon de R. officinalis, y sus compuestos bioactivos sobre P. aeruginosa,
se evaluo la actividad anti-inflamatoria de los mismos. Varios estudios sobre la inflamacion
sugieren que los dafios tisulares se deben en parte la liberacidon de especies reactivas del
oxigeno de los fagocitos que invaden los sitios de inflamacion (Cross et al 1987; Winrow et al
1993; Parke et al1996) A su vez, el 6xido nitrico también esta implicado en la inflamacion,
cancer, y otras condiciones patoldgicas y las interacciones entre el superdxido y el 6xido nitrico
regulan el tono vascular o la inflamacién (Conner et al 1996)Estudios realizados y publicados
por nuestro laboratorio, demostraron que los extractos de hojas de romero poseen una
importante actividad antioxidante (Moreno S 2006) por lo cual se considerd evaluar su
potencial como agente antinflamatorio dado a que reducen el estrés oxidativo. En base a esa
caracteristica se utilizaron modelos in vivo e in vitro para evaluar dichas propiedades.

Se sabe que tanto el modelo de edema plantar como el auricular inducido con agentes
irritantes, se emplean comunmente para evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos y
fracciones derivados de ellos. El primer modelo que se emple6 fue el de edema plantar
inducido con formaldehido al que se le aplicé el extracto etandlico de romero (RETOH) bajo dos
formatos: por inyeccion, topico o la combinacion de ambos. Esto permitié determinar que de
los tres la aplicacion tépica del RETOH reducia la inflamacién en la pata de los ratones (Tabla
4.1. y Figura 4.1.d) en un 80, frente a un 22 o0 24% para las otras vias de aplicacion. El andlisis
histopatolégico posterior revelé que el tejido que fue inflamado y tratado tépicamente con
RETOH tenia una marcada reduccion de leucocitos en el sitio de la infeccién (Figura 4.1 ¢) con

respecto al control con el agente irritante (inflamado) (Figura 4.1 b). Posteriormente se
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continuaron los ensayos sobre las orejas de ratén con un éster de forbol, PMA, ya que se
conoce que la aplicaciéon topica de este agente inflamatorio, induce una inflamacion cutanea,
con edema, hiperplasia epidérmica, sobreproduccion de mediadores inflamatorios como TNF-q,
IL-1, IL-6 y COX-2,asi como especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, que provocan estrés
oxidativo, el cual amplifica el dafio cutaneo inducido por este compuesto (Xian et al 2011; Al-
Reza et al 2010) Los compuestos naturales utilizados fueron RETOH, CA, CS y el
antinflamatorio comercial, indometacina. Tras cuatro horas de ocurrida la inflamacién se hallé
que el RETOH redujo la inflamacion de manera dosis dependiente (Tabla 4.2.) alcanzando
ECsopara 128.3 pg/cmz. La reduccion completa de la inflamacién se alcanzé al emplear 1000
pg/ml de RETOH alcanzando casi el 100% de la inhibicion. Cuando se empleé CA y CS
mostraron una potente actividad anti-inflamatoria mayor a la obtenida con indometacina, dénde
los valores fueron 10,2 y 10,7 pg/cmzrespectivamente. El valor de ECsoreportado para la
indometacina en la literatura es de 93 pg/cmzpor Altinier y col. (Altinier et al 2007),
Interesantemente, CA y CS mostraron una actividad nueve veces mayor que la indometacina
(10.2 pg/ cm? y 10.70 pug/cm?, respectivamente) si se comparan las ECs, de cada compuesto.
En cuanto al extracto etandlico, la efectividad fue menor, un 45% menos efectivo que el
compuesto comercial (Tabla 4.2).

Tanto el CA como el CS presentaron una mayor actividad anti-inflamatoria cuando fueron
aplicados tépicamente bajo este modelo.

La idea de utilizar tanto de CA como de CS para trastornos inflamatorios seria interesante ya
que la potencia conseguida por CA (0,030 pmol/cmz) y CS (0,032 pmol/cmz) fue mayor que la
descripta para el acido ursdélico (0,12 pmol/cmz), el acido oleandlico (0,29 pmol/cmz) y el acido
micromerico (0,22 pmol/cmz), obtenidos a partir de hojas secas de romero (Altinier et al 2007).
Los efectos del RETOH y CA sobre las orejas de los ratones también fueron confirmados por
analisis histopatoldgicos (Figura4.2 a-d). El evento inicial del proceso inflamatorio es la
infiltracion de los neutrdfilos en el sitio de la herida, para prevenir asi la expansion de la
infeccion mediante la fagocitosis (Barbosa et al 2005). Nuestros resultados sugieren que el
RETOH vy el CA interfieren con el reclutamiento de PMNL en la sangre en respuesta de una
inflamacioén aguda inducida por formaldehido (Figura4.1) o PMA (Figura4.2). Por otra parte, se
ha sugerido que se producen altos niveles de NO inducido por iNOS en neutrdéfilos estimulados
(Greenacre et al 2002). Los efectos anti-inflamatorios de los compuestos de diversos origenes
han sido atribuidos a la inhibicion de eventos involucrados en la inflamacién, como la liberacion
de histamina, actividad de ciclo-oxigenasa-2,5-lipoxigenasa, actividad de elastasa, activacion
del complemento, y produccion de 6xido nitrico (Diaz et al 2000, Honda et al 2000, Huss et al
2002, Kapil & Sharma 1995, Liu et al 1995, Ringbom et al 1998, Ryu et al 2000, Sheng et al
2005, Tamura et al 1998). Ademas, el NO producido por iINOS ha sido implicado en
condiciones patoldgicas en la piel. La expresidon desregulada de iNOS se demostré en biopsias
de piel provenientes de pacientes con psoriasis y pacientes con artritis inflamatoria (Kolb-
Bachofen et al 1994)(Sakurai et al 1995). Mas aun se demostré que NO media las respuestas

inflamatorias en keratinocitos humanos (Chung et al 2007). Basado en esto y en los reportes
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publicados y el hecho de que NO se encuentra incrementado significativamente durante el
proceso de generacion del edema en piel de cobayos (Teixeira et al 1993) se ensayo la
actividad inhibitoria del RETOH, CA y CS sobre la produccion de la produccién de NO in vitro
en macréfagos activados por LPS. Se demostr6 que los compuestos disminuyeron la
produccion de NO (Figura 4.3).
Mas aun, los resultados demostraron por primera vez in vivo que CA and CS decrecieron
significantemente la expresiéon de IL-1B8 y TNF-a e inhibieron completamente la expresién de
COX-2 (Figura 4.5). Interesantemente, ambos compuestos fueron altamente selectivos en
inhibir COX-2 pero no COX-1. Asi, demostramos que la selectividad para inhibir COX-2, la cual
ha sido reportado para los extractos de romero (Yi & Wetzstein 2010), es debido a los
componentes bioactivos, CA y CS, de los extractos. Hasta lo que se conoce, este estudio se
demostro in vivo la actividad anti-inflamatoria de los compuestos derivados de hojas frescas de
romero como lo son CA y CS con una inhibicion selectiva de COX-2. Estos resultados sugieren
cuan utiles pueden ser estos compuestos como agentes antimicrobianos y anti-inflamatorios en
pacientes que padecen infecciones recurrentes como en el caso de la FQ, y como
consecuencia respuestas inflamatorias exacerbadas reduciendo los efectos colaterales de los
antibidticos y la disminucién del uso de drogas esteroideas/no esteroideas convencionales.
Finalmente cabe mencionar que se han realizado estudios clinicos para el tratamiento de
infecciones en las vias aéreas superiores en dénde se comparoé la eficacia de un aerosol que
contenia mezclas de plantas de Eucalyptus globulus, Mentha piperita, Origanum Ssyriacum y
Rosmarinus officinalis (Ben-Arye, 2011). Este spray nasal demostré tener efecto analgésico y
antimicrobiano, alcanzando la mejoria de los pacientes luego de 3 dias de tratamiento. Por lo
tanto se podria pensar en utilizar estos compuestos no en forma aislada sino como una
preparaciéon junto con otros compuestos provenientes de otras plantas aromaticas. La
utilizacion de la medicina complementaria y terapias alternativas, incluida las preparaciones a
base de hierbas, podria reducir la prescripcién de antibiéticos y analgésicos en casos en dénde
no existe una unica indicacién clinica para el tratamiento de la patologia como en el caso de la

fibrosis quistica que necesita un conjunto de tratamientos médicos.

El xilitol disminuye la inflamacién causada por PAO1 debido a que inhibe la

produccién de factores de virulencia regulados por el sistema de quorum sensing

A su vez estudio el xilitol, un azucar alcohol natural con actividad antibacteriana, empleado en
la actualidad en la prevencion de patologias relacionadas con la colonizaciéon bacteriana de
fauces y via aérea superior (caries y otitis media aguda) y ampliamente utilizado en la industria
farmacéutica y alimenticia (Azarpazhooh et al 2011, Peldyak & Makinen 2002; Sajjan et al
2004). En base a ello, se hipotetizd sobre la posibilidad de que el xilitol pueda emplearse contra
P. aeruginosa, ya que coloniza las superficies aéreas relacionadas a estas patologias y a la

Fibrosis quistica. Las pruebas de actividad antimicrobiana revelaron que de las
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concentraciones de xilitol empleadas (0-10%) no afectaron disminuyd el crecimiento de PAO1
(Figura 5.1). Estos resultados junto con los publicados por otros grupos, demuestran que este
compuesto no tiene la capacidad microbicida sobre Pseudomonas. aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri (Silva et al 2010 b; Silva et
al 2010 b; Silva e al 2011; Silva et al 2007; Séderling et al 2010; Stehling1999; Tapiainen et al
2001).

Lo interesante de los resultados de viabilidad bacteriana surgié al momento de
inspeccionar visualmente los tubos y se encontré que la pigmentacién, originada por la
piocianina, estaba fuertemente reducida (Figura 5.1.b). La cuantificacién se realizé a modo de
determinar la cantidad afectada de este agente inflamatorio. Los valores obtenidos
demostraron que la reduccion era dosis dependiente alcanzando un 50% menos de piocianina
liberada al utilizar 10% de xilitol (Figura 5.1.c). Por otra parte, se podia apreciar que el biofilm
que se forma en la interface liquido-aire en los tubos de ensayo, no se distinguia en aquellos
que contenian xilitol. Para determinar si efectivamente el xilitol era capaz de reducir su
formacion, se reprodujo el ensayo pero en microplacas de poliestireno e interesantemente se
hall6 que efectivamente el biofiim estaba reducido en un 50% independientemente de la
concentracion de xilitol empleada (Figura 5.2. a y b). La capacidad de reducir el biofilm por el
xilitol también fue observada en cultivos de Burkhordelia cepacia (Sajjan et al 2004),
Streptococcus pneumoniae y en menor proporcion Haemophilus influenza (Kontiokari et al
1995; Soderling &Hietala 2010) hallaron que el 4% de xilitol inhibe la adhesién de seis cepas de
estreptococos orales sobre material de vidrio indicando de que podia contribuir a la la
disminucién de la placa dentaria. Acorde a los resultados que se habian determinado hasta ese
momento, se prosiguié a determinar si otros factores relacionados con la virulencia estaban
afectados, entre ellos enzimas presentes en el sobrenadante de PAO1 y otras especificas
como LasA y LasB. Para las proteasas proveniente de los sobrenadantes tratados con xilitol se
observé que la degradacion de la caseina era mas lenta a medida que se incrementaba la
concentracién de xilitol con respecto a los cultivos tratados con xilitol sugiriendo que este
compuesto afecta la cantidad de enzimas liberadas al sobrenadante de PAO1 o bien su
actividad, o ambas (Figura 5.3). En cuanto a LasB, la presencia de xilitol en el medio de
crecimiento, impidié6 la degradacién de elastina por parte de PAO1 de manera dosis
dependiente alcanzando un 100% en la inhibicion cuando se empled 7% de xilitol (Figura 5.4).
Sin embargo no se hallaron diferencias para LasA con respecto al control (sin xilitol).

Los experimentos continuaron con el estudio del xilitol sobre los distintos movimientos
bacterianos ya que estan implicados en la adhesién, colonizacién de superficies y posterior
desarrollo de biofilm. De los tres movimientos evaluados el swarming y el twitching quedaron
inhibidos por el xilitol (Figura 5.5. y 5.6.). La presencia del xilitol cambié definitivamente la
apariencia de las colonias sobre la superficie del agar. En el swarming redujo las dendritas
caracteristicas de este tipo de movimiento (Figura 5.5. a-e). Este cambio de la motilidad en
PAO1, se reflejo en la produccién de ramnolipidos dénde estaba completamente ausente

cuando se lo incubd con xilitol (Figura 5.7) ya que la produccion de ramnolipidos esta
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intimamente ligado al desarrollo de la motilidad de swarming (Kohler et al 2000). En cuanto al
twitching se observd que las bacterias eran capaces de salir de los bordes de la colonia con el
fin de colonizar nuevas superficies, mientras que las crecidas en presencia de xilitol no
presentaron esa capacidad (Figura 5.7 a-e). Los efectos pleiotrépicos observados del xilitol
sobre la produccién de factores de virulencia como piocianina, elastasa, LasB, swarming y
twitching, como asi también la formacién de biofilm, sugirid que probablemente la produccién
de AHLs también estén afectadas debido a que todos los factores patogénicos mencionados se
encuentran regulados por el sistema de quorum sensing . Para continuar con la investigacion,
se decidio utilizar xilitol al 7%, siendo la concentracién comunmente adicionada a formulaciones
farmacéuticas ya aprobadas por el ANMAT para el tratamiento de patologias respiratorias. Para
revelar si el xilitol podia afectar la produccién de alguna/s de las AHLs, se realiz6 una
cromatografia de fase reversa de estas moléculas luego de ser extraidas del sobrenadante de
PAO1 en presencia o ausencia de xilitol al 7%. El revelado se realizd con la cepa sensora de
AHLs, A. tumefaciens NTL4 y los resultados mostraron efectivamente que hubo una reduccion
significativa de C6-AHL, C10-AHL y C12-AHL de PAO1 cuando la bacteria se crecié en
presencia de xilitol al 7% (Figura 5.8.a). La utilizaciéon de la cepa PAO1 transformada con los
plasmidos pME3853 (lasl::LacZ) y pME3846 (rhll::lacZ) nos permitioé revelar que la accion del
xilitol consistia en interferir en la expresion HSLs sintasas, siendo esta de hasta un 80%
aproximadamente. El dafio pulmonar que ocurre en la FQ, como las bronquiectasias no FQ, y
como en casi todas las enfermedades crénicas de los epitelios, esta relacionado al stress
oxidativo y a la activacion de la cascada de mediadores inflamatorios (Rosanna DP, 2012). La
liberacién de radicales libres por las células del tejido afectado juega un doble rol: por un lado
son téxicos para las bacterias y en ese sentido fundamentales en la contencién de la infeccion,
pero al mismo tiempo dafan los tejidos propios y dan lugar a la liberacion de mediadores
inflamatorios: en individuos predispuestos por su patologias de base la cascada de mediadores
inflamatorios que tiende a amplificarse sin control. Los resultados obtenidos con el uso del
xilitol, cuando se co-cultiva PAO1 junto con la linea bronquial Calu-3, alientan el uso tépico del
xilitol en pacientes con estas patologias, dado a que se observé que el xilitol afecta a la
adherencia al epitelio bronquial, reducido en un 90% con respecto al control (Figura 5.11.a-b).
Visto que, P. aeruginosa libera diversos factores de virulencia al sobrenadante, y afecta la
fisiologia celular del hospedador se comprobé que era suficiente un 20% de cualquiera de los
sobrenadantes (SN), crecidos o no con xilitol, para comenzar a danar el epitelio bronquial de
acuerdo a los resultados registrados por la técnica de MTS. Sin embargo, por microscopia se
observo el epitelio control (20% de SN) comenzaba a desprenderse antes del que habia sido
coincubado con 20% de SN proveniente del cultivo crecido con xilitol 7% (Figura 5.12.A y B).
Estos resultados se deben a que el xilitol afecta la produccién de ciertos factores de virulencia,

otorgando menor toxicidad a la bacteria y menor dafio epitelial.

En base a estos resultados y sabiendo que la activacion inflamatoria local se asocia con la
generacion de un desbalance entre factores dafiinos y reparadores por el epitelio pulmonar, y

también con el aumento de factores relacionados con la remodelacién bronquial (Fischer BM,
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2011) algunos autores han postulado que la expansién sistémica del dafo oxidativo (radicales
peroxilo, nitritos nitratos, etc) debidos a la colonizacién bacteriana podria ser responsable del
deterioro vascular sistémico (Fuschillo S, 2012). EI SN que provenia del cultivo tratado con
xilitol redujo significativamente el dafio oxidativo comparado con el control a tiempos cortos. Lo
mas notable fue que las Calu-3 en presencia de 50% de SN-7% xilitol, tardé6 mas tiempo en
levantar la monocapa de células y generar el dafio oxidativo observado por microscopia de
fluorescencia en la muestra control, y la reduccion en la liberacién de NO y de la morfologia de
la monocapa. Esto demuestra la capacidad que posee indirectamente el xilitol como agente
reductor del dafio epitelial, debido a que tiene en interferir en la liberacion de factores de
virulencia de la bacteria (Figura 5.14 y 5.15). Hay estudios en los que se demuestra que las
células epiteliales son una importante fuente de IL-8 en FQ, observandose una regulacion
positiva para la expresion de esta citoquina durante la infeccién y hallandose en el fluido
bronqueo-alveolar de nifios con FQ asintomaticos (Armstrong et al., 1995; Cantin, 1995; Khan
et al., 1995). Debido a ello se valor6 la cantidad de IL-8 liberada por Calu-3 expuesta a 10% de
SN control o proveniente de cultivos tratados con xilitol al 7%, dado a que se buscaba hallar
diferencias sustanciales entre los SN que no se habian encontrado discrepancias entre
viabilidad celular, liberacion de radicales libres, adhesion etc. Interesantemente los niveles de
IL-8 fueron apenas un 20% mas que el control basal (sin SN), 13740 pg/ml frente a 16900
pg/ml, mientras que la tratada con el 10% de SN solo, produjo el doble de concentracion de IL-
8 (Figura 5.16).

Los beneficios que se han hallado hasta el momento con xilitol empleando
sobrenadantes de cultivo de PAO1 es de particular interés. Dado a que la via aérea ofrece la
particularidad de que todo el epitelio esta embebido en el liquido superficial (ASL) y sirve de
vehiculo para la difusidon de factores de proteccion (lisozima, inmunoglobulinas, etc), puede
también ser vehiculo de factores de virulencia que induzcan dafo celular aun sin presencia de
las bacterias. La disminucién de la liberacion de ese tipo de factores nocivos por las bacterias
tratadas con xilitol, y la comprobaciéon de que esto da lugar a una disminucién del dafio
oxidativo y de la respuesta inflamatoria por las células epiteliales, resulta de importancia para el
desarrollo de tratamientos para las patologias que asocian infeccién crénica por P. aeruginosa
con dafo oxidativo e inflamacion. Estudios con este compuesto han sido descripto en cuanto a
la inocuidad del tratamiento con xilitol nebulizado tanto en individuos sanos como en pacientes
con FQ (Durairaj et al 2004, Durairaj et al 2007). Seguramente seran necesarios estudios
clinicos para definir si los efectos observados in vitro se traducen en mejoras clinicas en la

evolucion de la salud de los pacientes.
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