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RESUMEN

La resistencia de los microorganismos a los antibidticos es un problema cada
vez mas relevante en salud publica debido a la aparicion de cepas
multirresistentes, el desarrollo tardio de los nuevos antimicrobianos efectivos y
el aumento de la resistencia de los fenotipos hipervirulentos. Entre estos, el
bacilo Gram negativo Klebsiella penumoniae ha sido declarado una amenaza a
la salud global, principalmente por el surgimiento y diseminacién de cepas
multiresistentes e hipervirulentas. El objetivo del presente estudio es [a
implementaciéon de una plataforma para evaluar [a citotoxicidad de extractos
naturales y la busqueda de moléculas que presenten actividad de anti-
virulencia. La seleccién de los extractos debe presentar los siguientes criterios:
1.- No ser citotéxico en ensayos bioldgicos (Dyctiostelium discoideum) 2.- No
matar a la bacteria patégena K. pneumoniae RYC 492. 3.- Interrumpir la
produccion de factores de virulencia del patdgeno y que no dafien el desarrollo
del hospedero.

Los resultados de los extractos de diclorometano de las diferentes partes (flor,
tallo-hoja y raiz) de la especie Helenium aromaticum fueron citotéxicos contra la
ameba, retrasando su desarrollo social comparado con los exfractos
metandlicos gue no resultaron citotoxicos alcanzando la fase de culminacion
con la formacion de cuerpos fructiferos. En la evaluacién antimicrobiana de los
extractos de diclorometano y metanol no presentaron halos de inhibicidn contra
la cepa patégeno K pneumoniae RYC 492, cumpliendo de esta manera uno de
los criterios propuesto que el exiracto no sea un antibidtico. El extracto
metandlico de raiz de la especie H. aromaticum fue el que cumplié con los 3
criterios: no ser citotdxico, no ser antibidtico y presentar actividad de anti-
virulencia.

A partir del extracto metandlico de raiz se detectaron e identificaron mediante

UHPLC-ESI-MS/MS 24 compuestos quimicos; siendo en su mayorfa 18

compuestos fendlicos (12 flavonoides, 3 acido hidroxicinamico, 1 acido fendlico




y 2 acidos orgéanicos), que pueden ser responsables de bloquear algunos
factores de virulencia de K. pneumoniae RYC 492.

Estos resultados demuestran la factibilidad del uso de la ameba social D.
discoideum para la blsqueda de moléculas de anti-virulencia que no posean
efectos citotéxicos y el potencial de la planta H. aromaticum en la busqueda de

nuevos compuestos con actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

Antibiotic resistance toward antibiotics is an increasingly relevant problem in
public health due fo the emergence of multidrug-resistant bacterial strains, the
late development of new effective antimicrobials and the increased resistance of
hypervirulent phenotypes. Among these, the Gram-negative bacillus Klebsiella
pneumoniae has been emerged as a threat to global health, mainly due to the
emergence and spreading of multiresistant and hypervirulent strains.

The objective of this study is the implementation of a platform to evaluate the
cytotoxicity of natural extracts and for the screening of potential molecules with
antivirulence activity. The selection of the extracts must meet the following
criteria: 1) Innocuous in cytotoxic assays in the biological model (Dyctiostelium
discoideum) 2) Do not kill the bacterial pathogen K. pneumoniae RYC 492. 3)
Affect the production of pathogen virulence factors causing no damage the host
development.

All dichloromethane exiracts of the Helenium aromaticum plant (flower, stem-
leaf, and root) show cytotoxicity toward the social amoeba, delaying their social
development compared to the methanolic extracts that were harmless to the
amoeba allowing reach the culmination phase with the formation of fruiting
bodies. In the antimicrobial evaluation of dichloromethane and methanol extracts
did not show inhibition halos against the pathogenic strain K. pneumoniae RYC
492, thus fulfilling one of the proposed criteria that the extract show no antibiotic
activity.

In summary, only methanolic root extract of the H. aromaticum species met the
3 criteria: innoccous in cytotoxic assays, no antibiotic activity and exhibit anii-
virulence activity.

From the methanolic root exiract, 24 chemical compounds were detected and
identified by UHPLC-ESI-MS / MS (12 fiavonoids, 3 hydroxycinnamic acids, 1
phenolic acid, and 2 organic acids), which may be responsible for blocking some

virulence factors of K. pneumoniae RYC 492.

Xiv




These results demonstrate the feasibility of the use of the social amoeba D.
discoideum for the search of anti-virulence molecules that do not possess
cytotoxic effects and the potential of the H. aromaticum plant in the search for

new compounds with antimicrobial activity.

XV




1, INTRODUCCION

1.1 Klebsiella pneumoniae: un problema creciente

Las enterobacterias comprenden universalmente el 50% de las bacterias
aisladas encontrados en infecciones adquiridas en los hospitales y 80% de
todos las bacterias Gram negativos (Echeverri-Toro ef al., 2012). Dentro de esta
familia, el segundo género en importancia es Klebsiella spp., siendo K
pneumoniae la especie mas estudiada y de mayor relevancia clinica (Leal et al.,
2008). K. pneumoniae es una bacteria Gram negativa de la familia
Enterobacteriaceae, bacilo inmoévil, oxidasa negativa y catalasa positiva, tiene
una capsula basicamente compuesta por polisacaridos que es un importante
determinante de patogenicidad (Cowan, 1999; Sylvain and Grimont, 2006). K.
pneumoniae desempefia un importante papel como agente causal de
enfermedades infecciosas oporiunistas. Es la especie de mayor relevancia
clinica y mas estudiada dentro del género Kiebsiella, ya que esta implicada
principalmente en infecciones nosocomiales como infecciones del fracto
urinario, neumonias, sepsis, infecciones de teiidos blandos e infecciones de
heridas quir(rgicas. Los pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos y neonatos son especialmente susceptibles (Hoyos ef al., 2007;
Paterson, 2006; Paterson and Bonomo, 2005; Pefia et al, 2001).
Adicionalmente, se han producido un nimero creciente de reportes de
infecciones invasivas por K. pneumoniae, los cuales derivan en abscesos
hepaticos acompariados de infecciones metastaticas en otros tejidos.

La capacidad de K. pneumoniae para causar infecciones se debe a una serie de
factores implicados en la evasion del sistema inmune y en la invasion tisular.
Entre estos factores se encuentran: los antigenos de superficie [polisacarido
tisular (CPS) vy los liposacaridos (LPS)], las adhesinas (fimbrias o no fimbrias),
los sideroforos, la resistencia al suero, la actividad ureasica y la




hipermucoviscosidad (Broberg ef al., 2014; Maroncle ef al., 2006; Podschun and
Ullmann, 1998; Sylvain and Grimont, 2006).

La formacién de biopelfculas es un factor fundamental para la patogenicidad de
K. pneumoniae debido a que este desarrollo multicelular les brinda propiedades
tnicas y les confiere proteccion confra moléculas bactericidas presenies en
tejidos del hospedero, asi como mayor proteccion frente a tratamientos
antimicrobianos (Alcantar-Curiel ef al., 2013).

Entre los multipies mecanismos de resistencia a los antibiéticos, se destacan en
K. pneumoniae, la combinacion de la presencia de enzimas de la clase (-
lactamasa con la pérdida o modificacién de porinas, lo que lleva a la
disminucion y permeabilidad de la membrana externa bacteriana (Hyle et al,
2005; Tafur and Villegas, 2008). Las B-lactamasas son un grupo muy
heterogéneo de enzimas de resistencia. Actualmente hay descritas mas de 700.
Estructuralmente, son proteinas compuestas de hojas B plegadas y a hélices.
Estas enzimas se encuentran en el espacio periplasmico de las bacterias Gram
negativas (Perez et al., 2007).

El mecanismo de accién de estas enzimas consiste en hidrolizar el anillo
betalactamico de los antibiéticos, uniéndose a éste mediante un enlace no
covalente y adicionando una molécula de agua. Al hidrolizar el anillo, el
antibidtico betalactdmico pierde sus propiedades y es incapaz de unirse a su
sitio blanco, las PBPs (proteinas que unen penicilina). Estas proteinas son
esenciales por su actividad de peptidasas en el ensamblaje final del
peptidoglicano, componente principal de la pared celular (Perez et al, 2007;
Shahraki-Zahedani et al., 2016).

Las cepas de K. pneumoniae no capsuladas son significativamente menos
virulentas que las cepas encapsuladas isogénicas en modelos de raton
(Paczosa and Mecsas, 2016). Por otra parte, las cepas hipervirulentas tienen
cominmente un fenotipo hipermucoviscoso que produce una gruesa capsula
formada por un exopolisacarido mucoviscoso. Notablemente, los tipos de
capsula K1 y K2 son los mas asociados con cepas hipervirulentas, y con un




aumento de [a resistencia a la fagocitosis y muerte intracelular por los
macréfagos y neutrofilos alveolares (Li et al, 2014). Ademas, aunque K
pneumoniae clasicamente se define como un patégeno exiracelular, se informd
recientemente que un aislado de esta especie podria sobrevivir dentro de los
macréfagos en un compartimiento vacuolar, mediante la activacién de las vias
de apoptosis y evitando la degradacién de los lisosomas (Cano ef al., 2015).
Los estudios de la virulencia de K. pneumoniae se han realizado clasicamente
en modelos de animales tales como ratones, ratas y cerdos (Clegg and Murphy,
2016; Paczosa and Mecsas, 2016). Sin embargo, el uso de huéspedes
mamiferos esta limitado por: (1) la necesidad de instalaciones costosas para su
mantenimiento y manipulacion, (2) las posibilidades restringidas para el andlisis
en tiempo real de las infecciones (in vivo), (3) la necesidad de adquisicion de
muestras invasivas, y (4) las restricciones éticas y practicas. Por tal razon,
numerosos investigadores han desarrollo nuevos modelos de hospederos tanto
vertebrados como invertebrados. Modelos tales como la polilla de la cera
Galleria mellonella, el gusano Caenorhabditis elegans, la ameba de suelo
Dictyostelium discoideum y el pez cebra Danio rerio han sido exitosamente
empleados para el estudio de la patogénesis de especies bacterianas
diferentes, asi como en la deteccion de factores de virulencia y ensayo de
farmacos antimicrobianos o anti-virulencia (Bozzaro and Eichinger, 2011; Bravo-
toncio et al., 2016; Glavis-Bloom ef al., 2012; Meijer and Spaink, 2011).

Considerando que en el presente trabajo proponemos la utilizacién de la ameba
social Dictyostelium discoideum como modelo alternativo nos preguntamos
. Sera posible encontrar moléculas que afecten la virulencia y/o favorezcan la
fagocitosis de cepas virulentas de K prieuomoniae y que no presente

citotoxicidad en la ameba?




1.2 Dictyostelium discoideum: como modelo biolégico para el estudio
de la relacion hospedero-patégeno

| os modelos de mamiferos como por ejemplo ratones y conejos, han sido
utilizados como hospederos, ya que ‘imitan” de manera mas cercana la
situacién de un paciente humano infectado. No obstante, estos experimentos
son problematicos en la practica y acarrean dilemas éticos. En la actualidad, se
utilizan nuevos modelos biologicos para el estudio de la virulencia y la
fagocitosis.'Particularmente por su facil manipulacién y la similitud con los
macréfagos humanos, muchos procesos presentes en Dictyostelium discoideum
como [a diferenciacion celular, la autofagia, la division celular, la motilidad y la
quimiotaxis, la fagocitosis y macropinocitosis, la fototaxis y termotaxis lo hacen
un excelente modelo para el estudio celular y molecular de diferentes patologias
presentes en humanos. Por ello, en la actualidad, D. discoideum es usado por
varios grupos de investigacion como una herramienta mas con la que ampliar el
conocimiento sobre diferentes patologias microbianas humanas (Francione et
al.,, 2011).

Dictyostelium discoideum, es un organismo unicelular de vida libre, con un
pequefio genoma (34Mb), capaz de desarrollarse en una estructura multicelular
con el fin de sobrevivir a las condiciones ambientales desfavorables. Su
crecimiento éptimo es a 22 °C en condiciones normales en laboratorio. Es una
ameba que pasa la mayor parte de su vida en el ciclo vegetativo, dividiendose
periodicamente por mitosis y se alimentan de bacterias y otros microorganismos
que habitan en el suelo mediante fagocitosis y se reproduce por fisién binaria de
manera rapida en condiciones de laboratorio. Cuando enfrentan una carencia
de nutrientes, las células de D. discoideum se agregan y sufren un proceso de
diferenciacion que da origen a un organismo multicelular, que se conoce como
ameba social (Chisholm and Firtel, 2004), en el cual las células “hambrientas”
producen un quimico atractante: AMPc, que actia como una sefial para inducir

el agrupamiento mediante quimiotaxis de aproximadamente 10° células vecinas

formando un agregado multicelular (inicio del ciclo social), luego resulta la




formacion de una estructura cada vez mas compacta (monticulo), la cual origina
un monticulo con punta que posteriormente se extiende para formar un “dedo”.
Este ultimo puede caer para dar origen a una babosa migratoria fototactica.
Cuando el dedo o la babosa y la punta anterior se contraen, se elevan tomando
una forma de “sombrero mexicano”, para culminar el ciclo con la formacion de
un cuerpo fructifero maduro, donde el 20% de las células muere, formando un
tallo que eleva la cabeza (soro) que conteniendo el 80% de las celulas en forma
de esporas, para asegurarle un mejor lugar de esporulacion y dispersion.
Cuando hay nutrientes disponibles nuevamente, las esporas germinan en una
ameba vegetativa completando de este modo el ciclo de vida (Chisholm and
Firtel, 2004). Todo el proceso, desde la hambruna de las células vegetativas
hasta la formacién de un cuerpo fructifero maduro, tarda 24 horas en

condiciones de laboratorio, se muestran en la Figura 1.
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Figura 1: Ciclo de vida de la ameba social Dyctiostelium disocideum.




Esta ameba ha sido utilizada durante los dltimos afios como un hospedero
alternativo para estudiar la patogenicidad de diversas bacterias y hongos que
causan dafio al ser humano (Cosson and Soldati, 2008). Esto se debe a que
muchos de los mecanismos moleculares implicados en la fagocitosis protista
son altamente conservados en las células fagociticas de los mamiferos (Escoll
ef al., 2013). Adicionaimente, los eucariontes unicelulares (como las amebas
ambientales) constituyen un reservorio en que diferentes bacterias patdgenas
pueden desarrollar la infeccién de hospederos de animales, incluyendo a los
seres humanos (Cosson and Soldati, 2008; Riquelme ef al., 2016; Varas ef al.,
2018).

Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la ameba social D,
discoideum es un modelo robusto y sencillo para evaluar la virulencia de [a
bacteria patégena P. aeruginosa PAO1, lo que permitié la bisqueda de nuevas
moléculas que disminuyeron la virulencia bacteriana in vivo en este modelo
alternativo y que luego pueden ser corroboradas en modelos de mamiferos
(Bravo-toncio ef al., 2016).

Ademas, la ameba D. discoideum y €l pez cebra D. rerio han sido utilizados
para evaluar diferentes rasgos de la virulencia de K. pneumoniae utilizando
estos modelos de hospederos donde evaluaron su resistencia a la fagocitosis,
la sobrevivencia intracelular, la letalidad, la colonizacion intestinal. A su vez, la
transparencia éptica de estos modelos permitié evaluar la infeccion in vivo y
demostré que K. pneumoniae RYC 492 es virulenta para ambos modelos (la
ameba social y el pez cebra) provocando una respuesta inmune fuerte, también
mostré una alta resistencia a la fagocitosis por D. discoideum por presentar una
mayor capacidad de formar biopeliculas y una céapsula mas prominente e
irregular (Marcoleta et al., 2018). Considerando que el cultivo y manejo de D.
discoideum en el laboratorio es relativamente sencillo ya que crece a
temperatura ambiente y en medios microbiolégicos simples y de bajo costo,
ademas que el genoma de esta ameba se encuentra totalmente secuenciado

(Eichinger et al., 2005; Sucgang ef al., 2011), lo que sumado a su plasticidad




genética ha facilitado la generacién de mutantes por delecion del hospedero
que se asocian al proceso infectivo. Es por estas razones que proponemos en
este trabajo evaluar este modelo hospedero para la blisqueda de moléculas que
afecten la virulencia y/o favorezcan la fagocitosis de cepas virulentas de K

pneuomoniae y que no presenten citotoxicidad contra el hospedero.

1.3 Extractos naturales de la especie vegetal: Helenium aromaticum
(Hook.) L.H. Bailey
Muchos compuestos derivados de plantas han sido utilizados como
medicamentos, ya sea en su forma original o ufilizandolos para generar
compuestos semisintéticos (Cowan, 1999; Savoia, 2012). Los metabolitos
secundarios de las plantas también pueden servir como precursores de drogas,
prototipos de medicamentos y sondas farmacolégicas (Wallace, 2007). En la
actualidad encontramos farmacos a partir de plantas, que ya son medicamentos
aprobados por la FDA como por ejemplo taxol, vimblastina, etc. Existen también
numerosos extractos de plantas o "fitomedicamentos” en ensayos clinicos para
el tratamiento de diversas enfermedades. A lo largo de la historia se han
identificado una infinidad de compuestos en las plantas. Particularmente, en la
familia Compositae (Asteraceae), representada por 1500 géneros y unas 32000
especies, los compuestos quimicos que predominan son fundamentalmente
lactonas sesquiterpénicas. Las tribus més ricas en lactonas sesquiterpénicas
podemos citar a Heliantheae, Helenieae, Antherridae y Eupatorieae (Ciccio et
al, 1977). La tribu Helenieae pertenece a la familia Asteraceae que esta
integrada por unos 60 géneros y unas 500 especies de plantas distribuidas
principalmente en América (Martinez and Castillo, 2008).
Debido a su rango apreciable de actividades bioldgicas, incluidas las
propiedades antitumorales, es que las lactonas sesquiterpénicas se hacen
merecedoras de la atencién de la investigacion farmacolégica.
El género Hefenium se encuentra distribuido en América del Norte y parte de

América del Sur y es sujeto de investigaciones cientificas debido a la presencia




de sus lactonas sesquiterpénicas (Joseph-Nathan and Romo, 1963; Sefidkon
and Omidbaigi, 2004). La especie Helenium aromaticum (Hook.) L.H. Bailey se
encuentra distribuida en Chile, desde la regién de Valparaiso (Aconcagua)
hasta Concepcion. Es llamada por sus pobladores “manzanilla del campo” y
“manzanilla del cerro”. Por su parte, en el Perd, se encuentra distribuida en los
departamentos de Ica, Arequipa y Ayacucho, siendo llamada por sus
pobladores como “manzanilla macho” (Hernandez and C. Mendoza, 2014).

L.a medicina tradicional, generalmente se refiere a los extractos obtenidos de
una fuente natural o al uso directo de una infusién o una planta. Actualmente en
la industria farmacéutica moderna no es posible emplear exfractos o infusiones
debido a que son mezclas complejas. En ellas se encuentra la molécula con
actividad biolégica deseada pero también un sin nimero de otros compuestos.
Por ello, es que el principio activo, es decir la sustancia quimica que ataca
directamente los sintomas de la enfermedad, debe exiraerse del medio natural
y purificarse de la mezcla inicial. La extraccién de los metabolitos, se realiza
generalmente del material vegetal, aislando y purificando los principios activos
(empleando generalmente disolventes de tipo orgénico de distinta polaridad
como el metanol, etanol, diclorometano, acetato de etilo, etc., donde el
metabolito es soluble). Este tipo de disolventes son poco miscibles en el agua
por lo que se forman dos fases, una acuosa y ofra organica (soluble en
disolventes organicos). El metabolito y algunos ofros compuestos al ser mas
afines al disolvente organico pasan de ia fase acuosa a ésta, teniendo asi una
mezcla menos compleja. Sin embargo, esta mezcla se debe separar empleando
distintos métodos fisicos de separacién. Los' mas recurrentes son la
decantacion, la centrifugacion y distintos tipos de cromatografias (TLC, de
columna abierta, de liquidos, etc.). Finalmente, se ufilizan técnicas
espectroscopicas para elucidar la estructura del principio activo-(Hernandez and
C. Mendoza, 2014).

Considerando que los estudios realizados en la ameba social D. discoideumn

han demosirado que es un buen hospedero en diferentes patdgenos,




proponemos evaluar los extractos naturales de Helenium aromaticum, que
afecten yfo favorezcan la inhibicién de los factores de virulencia de K

pneumoniae RYC 492 y que no presenten cifotoxicidad contra el hospedero.

1.4 Hipodtesis:

Mediante el uso de Dictyostelium discoideum como modelo hospedero
planteamos la siguiente hipotesis:

“Extractos naturales de Helenium aromaticum poseen actividad antimicrobiana
(anfi-virulencia) contra cepas virulentas de K. pneumoniae sin presentar

citotoxicidad contra el hospedero".

1.5 Objetivo general:
La biisqueda de extractos naturales contra cepas virulentas de K. pneumoniae
mediante el uso de la ameba Dyctiostelium discoideum, los cuales no presenten

un efecto citotoxico contra este hospedero.

1.6 Objetivo especifico:
[.  Preparacién de extractos organicos procedentes de diferentes partes de
la planta H. aromaticum.
II. Evaluar [a citotoxicidad de los exiractos de H. aromaticum mediante el
monitoreo del desarrollo social de Dictyostelium discoideum.
IIl. Evaluar la actividad antibiética de los extractos de H. aromaticum contra
la cepa virulenta Klebsielfa pneumoniae RYC 492.
V. Evaluar la actividad de anti-virulencia de los extractos de H. aromaticum
mediante el monitoreo del desarrollo social de D. discoideum.
V. Identificacién de los compuestos mediante UHPLC-ESI-MS/MS de los

extractos que presentaron actividad antimicrobiana (anti-virulencia) y que

no fueron citotéxicos contra el hospedero.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Bacterias utilizadas en el estudio:

Las cepas que se utilizaron en este estudio se muestran a continuacion

en la Tabla 1.

Tabla 1. Bacterias usadas como modelo.

CEPAS DESCRIPCION REFERENCIA
BACTERIANAS O
PLASMIDOS
Klebsiella Produce E492 microcina y Coleccién de
pneumoniae siderdforos salmochelin, aislado de Laboratorio
RYC492 heces en Esparfia (1976). Resistente (Asensio et al.,
a la kanamicina y ampicilina. 1976)
Klebsiella aerogenes  Cepa recomendada para apoyar el Dicty Stock
DBS0305928 crecimienio de D. discoideum Center(Fey ei al.,
2007)

2.2 Cepa de D. discoideum

La cepa de D. discoideum utilizada en este trabajo corresponde a la cepa
axénica AX4 (DBS0302402), obtenida por mutagénesis espontanea de la

cepa parental AX3 (Basu ef al., 2013; Ludwig ef al., 2008).

2.3 Medios de cultivo

2.3.1 Medios de cultivo para el crecimiento bacteriano

Las bacterias se cultivaron rutinariamente de manera aerdbica en caldo
Luria-Bertani (LB) (10 g/L triptona, 5 g/L exiracto de levadura, 5 g/L NaCl)
a 37°C con agitacién (180 rpm) por 18 horas-cultivo de noche hasta la

fase tardia de crecimiento exponencial. El medio fue suplementado con

(Kan, 50 pg/mL) para el crecimiento de Kfebsiella penumoniae RYC 492.
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Para los cultivos en medio sélido, el medio LB se suplementd con agar
(15 giL).

2.3.2Medios de cultivo para la ameba D, discoideum

El cultivo de la cepa (AX4) de D. discoideum se inicid a partir de amebas
en estado vegetativo sobre una placa de agar SM (10 g/L de glucosa, 10
g/L de peptona, 1 g/L de extracto de levadura, 1 g/L de MgS04*7H20, 1,9
g/L de KHzPO4, 0,6 g/L de K:HPOQs, 20 g/L de Bacto agar, pH 6,5) que
contenia un césped de K. aerogenes (crecida previamente en LB; 37°C,
180 rpm, 18 horas). Las placas se incubaron a 23°C por 2 a 3 dias hasta
la formacion de las placas de fagocitosis (presencia de halos por la
fagocitosis de bacterias). Posteriormente se realizé el raspado en la zona
clara libre de las bacterias y se deposité en un matraz con medio HL5 (14
g/L de triptona, 7 g/L de extracto de [evadura, 0,35 g/L de NaHPO,, 1,2
g/L de KH2PO. y 14 g/L de glucesa, pH 6,3) suplementado con ampicilina
(Amp) 100 pug/ml y estreptomicina (Stp) 300 pg/mL. Todos los cultivos se
realizaron de acuerdo a los procedimientos estandar descritos para D.
dicoideum (Fey et al., 2007). Los cultivos en medio HL5 se mantuvieron
con agitacion (180 rpm) a 23°C hasta alcanzar la fase de crecimiento
exponencial aproximadamente (1—4 x10° cél/mL), la cual se calculd
mediante tincién con azul de Tripan Gibco® (ThermoFisher Scientific) y
posterior conteo en camara de Neubauer. Luego del primer subcultivo, el
medio HL5 fue suplementado sélo con Amp 100 pg/mL y las amebas
fueron subcultivadas hasta 6 veces consecutivas (S1-S6), para realizar
los experimentos fueron utilizados los subcultivos (S3 al S5).

Para los ensayos de desarrollo social, se utilizaron placas de agar SM
que contenian un césped de K. aerogenes para la evaluacion citotéxica y
un césped de K pneumoniae RYC 492 para la evaluacion de anti-

virulencia de los extractos de H. aromaticum.
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2.4 Ensayo de desarrollo social de la ameba D. discoideum para
evaluacion de citotxicidad

Para los ensayos de desarrolio social se utilizaron placas de agar SM
que contenian un césped de K. aerogenes (incubada previamente a 37°C
por 18 horas). Particularmente para la evaluacién citotoxica de los
diferentes extractos naturales se utilizaron las siguientes cantidades (25
ug, 50 ug y 100 ug), que son las utilizadas para la evaluacion citotéxica
en lineas celulares (Diaz ef al, 2011; Guillen and Hernandez, 2016).
Para la elaboracion de las diluciones se utilizd como disolvente etanol al
20%, que fue utilizado como control negativo.
Brevemente, se utilizo 5 gL de suspensién celular de cultive axeénico de
D. discoideum en fase exponencial (2x10° células/mL) proveniente de
subcutivos 83 al §5. El nimero total de amebas inoculadas fueron 10000
células.
Posteriormente, las placas se incubaron a 23°C y se monitored
diariamente el desarrollo social de D. discoideum durante 6 dias (Varas
et al, 2018) es decir, en fases del ciclo social como la agregacion (1)
elevacion (2) y culminacidn (3) alcanzadas en cada punto. Una
puntuacién de “1” fue asignado cuando amebas agregadas formaron una
placa de fagocitosis, “2", cuando a través de todas las esfructuras
elevadas de superficie asi como los gusanos o dedos fueron observados,
y ‘3, cuando se formaron cuerpos fructiferos a través de toda la
superficie asi las transiciones entre cualquiera de estas tres fases se
puntuaron con la mitad del valor correspondiente a la siguiente etapa
mas cercana (Marcoleta ef al, 2018). Los experimentos fueron
registrados cada 24 horas durante 6 dias. Luego del registro de los datos
durante los dias mencionados, los resultados obtenidos fueron
graficados y analizados utilizando el programa GraphPad Prism version
6.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA).
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2.5 Ensayo de desarrollo social de la ameba D. discoideum para
evaluacién de anti-virulencia

Para la evaluacion de las propiedades de anti-virulencia de los diferentes
extractos naturales se utilizaron las mismas cantidades que fueron
utilizadas en la evaluacién de citotoxicidad y se utilizé el mismo nimero
de amebas inoculadas, 10 000 células.
A diferencia de los ensayos citotdxicos, para estos ensayos se utilizaron
placas de agar SM que contenian un césped de K. pneumoniae RYC 492
(incubada previamente a 37°C por 18 horas).
Posteriormente, las placas se incubaron a 23°C y se monitored
diariamente el desarrollo social de D. discoideum durante 6 dias (Varas
et al, 2018) y las fases alcanzadas siendo clasificados como
“agregacion”’, “elevacion” y “culminacion®. Como se observa en la Figura
2.
La puntacion asignada durante el desarrollo social de la ameba se
basara en los ensayos descritos anteriormente por (Marcoleta ef al,
2018). Los experimentos fueron registrados cada 24 horas durante 5
dias. Luego del registro de los datos durante los dias mencionados, los
resultados obtenidos fueron graficados y analizados utilizando el
programa GraphPad Prism versién 6.00 para Windows (GraphPad

Software, San Diego California, USA).
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Figura 2: Ensayo de citotoxicidad mediante el monitoreo del desarrollo social de D. discoideum
para la bisqueda de nuevas moléculas.

2.6 Evaluacion de la actividad antibiética de los extractos de H.
aromaticum contra la cepa virulenta Klebsiella pneumoniae RYC
492

La cepa virulenta fue proporcionada por el laboratorio de Biologia
Estructural y Molecular (BEM) de la Universidad de Chile y fue crecida e
incubada como se mencioné anteriormente en el punto (5.3.1). Para la
actividad antimicrobiana se utilizd el método de difusion con discos,
donde se agregaron los extractos de las diferentes partes de H.
aromaticum en diferentes cantidades (25 pg, 50 pg y 100 pg). En la
elaboracion de las diluciones se utilizo etanol al 20% (disolvente) el
mismo que fue utilizado como control negativo y como control positivo se
utilizé Gentamicina (GEN 200 pg).

Para la preparacion del inéculo se utilizo una turbidez equivalente al tubo
N° 5 de Macfarland que tiene aproximadamente 1x10% UFC/mL.

Finalmente, las placas fueron llevadas a incubar a 37°C por 24 horas.
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La evaluacion de los resultados se realizd mediante las lecturas del
diametro del halo de inhibicién en milimetros (mm) del crecimiento del
microorganismo. El desarrollo de este protocolo se basé en los ensayos
descritos por (Hernandez and C. Mendoza, 2014), como se muestra en la

Figura 3.

Incubara 37 C

L

Cultivo overnight de K. Césped de K. pneumoniae

pneumoniae RYC 492 RYC 492 Observar si presenta halos

de inhibicién

Figura 3: Ensayo de antibiosis de los extractos de Helenium aromaticum contra la cepa virulenta K
pneumoniae RYC 492.

2.7 Extractos naturales de la especie Helenium aromaticum

2.7.1 Coleccion del material vegetal
La especie vegetal se recolectdé en San Carlos de Apoquindo, Comuna
Las Condes, Region metropolitana, Chile; en los meses de Enero —
Febrero de 2018 cuyos puntos de georreferencia son: latitud (S): -
33,40693, longitud (W): -70,50047. La identificacion de esta especie fue
realizada por Gloria Rojas Villegas Jefa de Area Botanica y Herbario del
Museo Nacional de Historia Natural de Chile, donde los especimenes
fueron procesados y depositados; siendo identificada con el nombre de: H.

aromaticum (Hook.) L.H. Bailey con numero de voucher 169131.
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2.7.2Preparacion de los extractos naturales
Inicialmente las muestras fueron secadas en estufa a 37°C, molidas y
luego maceradas con diclorometano (DCL) y metanol (MeOH) a
temperatura ambiente durante 72 h, (si es requerido el proceso de
extraccion se completa mediante sonicacion directa y centrifugacion). Este
procedimiento se repiti6 por 3 veces. El producto de la extraccion fue
filtrado y concentrado a sequedad mediante rotaevaporador giratorio a 40
°C, para posteriormente ser almacenado a -20°C (Hernandez and C.

Mendoza, 2014). El protocolo que se utilizé6 se muestra en la Figura 4.

Macerar con diclorometano (DCM) y
metanol (MeOH) a temperatura
ambiente durante 72 h.

Concentrar a sequedad mediante
rotaevaporador giratorio a 40 °C.

Figura 4: Preparacién de extractos de las diferentes partes (flor, tallo-hoja, raiz) de H. aromaticum.

2.8 Identificacion de los compuestos mediante UHPLC-ESI-MS/MS de
los extractos naturales de H. aromaticum que presentaron actividad
antimicrobiana (anti-virulencia)

La identificacion de los compuestos de los extractos de H. aromaticum que

presentaron actividad antimicrobiana (anti-virulencia) se analizaron

16



mediante UHPLC con un detector de arreglo de diodos acoplado a
espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-ESI-MS/). Estos
experimentos se basaron en los ensayos descritos por (Salgado ef al,
2018).

2.8.1Preparacion de [a muestra
Se tomaron 1mg de los extractos que presentaron actividad de anti-

virulencia y que no fueron citotoxicos contra el hospedero.

2.8.2Instrumento
Un sistema de UHPLC Thion Scientific Dionex Ultimate 3000 equipado con
una serie cuaternaria Bomba RS y compartimientos de columna Thermo
Scientific Dionex Ultimate 3000 Series TCC-3000RS con un inyector
automético Thermo Fisher Scientific Ultimate 3000 Series WPS-3000RS y
una rapida separaciéon Detector de PDA controlado por el software
Chromeleon 7.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y
Dionex Softron GmbH, una parte de Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemania) con guidn con un espectrometro de masas de foco Q Exactive
de alta resolucién (Thermo, Bremen, Alemania) fueron utilizado para el
analisis. El sistema cromatografico se acoplé con la MS con un
electrospray calentado Fuente de ionizacion 1l (HESI 11}. Nitrégeno
(pureza> 99,999%) obienido de un nitrégeno Genius NM32LA se empled
un generador (Peak Scientific, Billerica, MA, EE. UU.) como colisién y
amortiguacion de gas. La calibracién de masa para el Orbitrap ™ se
realizé una vez a la semana, tanto en modo negativo como en positivo,
para garantizar una precision de la masa de trabajo inferior o igual a 5
ppm. Cafeina y n-butilamina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.)
fueron los estandares de calibracidon para iones positivos y buspirona
clorhidrato, dodecil sulfato de scdio y sal sodica del acido taurocélico
(Sigma Aldrich), se utilizaron para calibrar el espectrémetro de masas.

Estos compuestos se disolvieron en una mezcla de acido acético,
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acetonitrilo, agua y metanol (Merck, Darmstadt, Alemania) y se infundieron
usando una Bomba Chemyx de jeringa Fusion 100 (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Alemania). El software XCalibur 2.3 (Thérmo Fisher
Scientific, Bremen, Alemania) y Trace Finder 3.2 (Thermo Fisher Scientific,
San José, CA, EE. UU.), se utilizaron para el control de UHPLC y el
procesamiento de datos, respectivamente. Q Exactive 2.0 SP 2 de Thermo

Fisher Scientific se utilizé para conirolar el especirémetro de masas.

2.8.3Parametros CL

Se empled una columna UHPLC C18 (Acclaim, 150 mm x 4.6 mm ID, 5 m,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemania) operada a 25 °C. Las
longitudes de onda de deteccion fueron 254, 280, 320 y 440 nm.

El PDA se registr6 de 200 a 800 nm, y las fases moviles fueron una
solucién acuosa formica al 0,1% (A) y acetonitrilo (B). El programa de
gradiente (tiempo (min), % B) fue: (0.00, 5); (5.00, 5), (10.00, 30); (15.00,
30); (20.00, 70); (25.00, 70); (35.00, 5) y 12 min para el equilibrio de la
columna antes de cada inyeccion. El flujo de velocidad fue de 1.00 mL

min~?, y el volumen de inyeccién fue de 10 pL.

2.8.4Parametros MS
Los parametros de HESI fueron los siguientes: caudal de gas de
revestimiento 75 unidades; caudal auxiliar de la unidad de gas 20;
temperatura capilar 400 °C; temperatura del calentador de gas auxiliar 500
°C; voltaje de pulverizacion 2500 V (para ESI-); y 8 como objetive RF
nivel 30. Los datos de escaneo completoc en positivo y negativo se
adquirieron con el poder de resolucién de 70,000 FWHM (ancho maximo
medio total) a m/z 200. Para los compuestos de interés, fue elegido un
rango de escaneo de m/z 100—1000; el control automatico de ganancia
(AGC) establecido en 3 x 108 y el tiempo de inyeccién establecido a 200
ms. La tasa de exploracion se establecié en 2 exploraciones s™'. La

calibracién externa se realizd utilizando una solucién de calibracion en

18



modos positivos y negativos. A efectos de confirmacion, se realizé un
analisis MS/MS fue realizado utilizando la lista de inclusion masiva, con
una ventana de tiempo de 30 s, con el espectrémetro Orbitrap operando
en modo positivo y negativo a 17,500 FWHM (m/z 200). El objetive AGC
se establecidé en 2 x 10%, con el tiempo maximo de inyeccién de 20 ms.
Los iones precursores son filirados por el cuadruplo que opera en una
ventana de aislamiento de m/z 2. El vacio frontal, alto vacio y ultra alto
vacio se maniuvieron a aproximadamente 2 mbar, desde 105 y por debajo
de 1010 mbar, respectivamente. La colisién de energia (célula HCD) fue
operada a 30 kv. La deteccion se basé en la masa exacta calculada y en
tiempo de retenciéon de los compuestos objetivo, como se muestra en la
Tabla 3. La ventana de tolerancia de masa se establecié en 5 ppm para

los dos modos.
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3. RESULTADOS

3.1 Preparacion de los extractos naturales de la especie H. aromaticum
Los extractos de plantas medicinales han sido utilizados por la humanidad
desde la antigiiedad para tratar diferentes enfermedades, dolencias, de
manera directa 0 en infusién. La herbolaria medicinal se basa en los
hallazgos empiricos de miles de afios y ha logrado proporcionar
medicamentos valiosos. Entre estos se encueniran los analgesicos
(morfina), antitusigenos (codeina), antihipertensivos  (reserpina),
cardioténicos (digoxina), anfipalidicos (quinina y la artemisinina), y
antineoplasicos (vinblastina y taxol) (Carolina Martinez-Torres ef al.,, 2016).
La familia Asteraceae es conocida por sus propiedades terapéuticas,
cosméticas y aromaticas. Es relatado en la literatura el uso medicinal de
esta familia como antihelmintico, antiinflamatorio, adstringente, colestérico,
antihemorragico, antimicrobiana, diurético, analgésico y antiespasmodico
(Fabri ef al., 2011). El género Helenium se encuentra distribuido en América
del Norte y parte de América del Sur y es sujeto de investigaciones
cientificas debido a la presencia de lactonas sesquiterpénicas (Hernandez
and C. Mendoza, 2014).

Siendo unos de los objetivos la preparacion de exiractos de la especie H.
aromaticum para la busqueda de exiractos o moléculas que atentlen la
virulencia de la cepa Klebsiella pneumonia RYC 492, se obtuvieron 6
extractos: 3 de diclorometano y 3 de metanol de las diferentes partes (flor,

tallo-hoja y raiz).
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3.2 Ensayo de desarrollo social de la ameba D. discoideum para la
evaluacion de citotoxicidad

Con el objetivo de utilizar el modelo alternativo D. discoideum para evatuar
la actividad citotoxica de extractos naturales evaluamos el proceso del ciclo
de desarrollo social segln los protocolos establecidos anteriormente por

nuestro laboratorio (Bravo-toncio ef al., 2016; Marcoleta ef al., 2018; Varas

et al., 2018).

Para esto, se desarrollé un ensayo de citofoxicidad en placas que permite
monitorear el crecimiento vegetativo y [a progresién del desarrollo social de
la ameba cuando se coincuban con bacterias sobre un medio sélido.
Conociendo que la dieta de D. discoideum es naturalmente de bacterias y
que Klebsiella aerogenes es empleada rutinariamente como alimento para

la ameba en condiciones de laboratiorio (Fey ef al., 2007), se usé6 esta cepa

en el ensayo segun el protocolo mostrado en la Figura 2.

Considerando los estudios previos, propusimos evaluar la citotoxicidad de
extractos naturales utilizando como modelo bioldgico a D. discoideum, lo

que servird como plataforma para la bilsqueda de nuevas moléculas con

actividad de anti-virulencia.

Para esto se evaluaron los 6 extractos de las diferentes partes (flor, tallo-
hoja y raiz) de H. aromaticum es decir 3 extractos metandlicos y 3 exiractos

diclorometano.

Este ensayo se basa en que los metabolitos secundarios de los diferentes
extractos de H. aromaticurmn que presenten citotoxicidad contra el hospedero
retrasan la finalizacién del ciclo de desarrollo social de D. discoideumn,
mientras que los compuestos que no son citotdxicos permiten la conclusion

normal del ciclo social (normalmente dentro de 3-4 dias en nuestras

condiciones experimentales) (Varas ef al., 2018).

Se evaluaron 3 cantidades (25 pg, 50 pg y 100 pg) de los diferentes
extractos durante 6 dias. Como se aprecia en la Figura 5, [a evaluacion

citotoxica de los extractos diclorometano de las diferentes partes (flor Fig.
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5A, tallo-hoja Fig. 5B y rafiz Fig. 5C) de H. aromaticum resultaron
citotéxicos porque retrasaron la finalizacién del ciclo de desarrollo social de
la amebha D. discoideum.

Los extractos de diclorometano (flor, tallo-hoja y raiz) a mayor
concentracion (50 pg y 100 pg) retrasan el desarrollo social de la ameba no
culminando la fase de agregaciéon, en comparaciéon a 25 pg donde
alcanzaron la fase de elevacién y culminacion en los dias de evaluacion.
Estos resultados se muestran en la Figura 5.

Por su parte los extractos metandlicos de las diferentes partes (flor Fig. 6A,
tallo-hoja Fig. 6B y raiz Fig. 6C) de H. aromaticum no resultaron citotoxicos
como se aprecia en la Figura 6, en ninguna de las condiciones evaluadas
(25 pg, 50 pg y 100 pg).

Como presenta la Figura 8, en todas las condiciones se alcanzaron la fase
de elevaciéon y culminacion al igual que en las condiciones control (3-4
dias).

Resumiendo, los resultados indican que los ensayos de desarrollo social de
la ameba D. discoideum son una forma muy util y sencilla para evaluar la
citotoxicidad de metabolitos secundarios obtenidos de diferentes fuentes.

En las condiciones aisladas los extractos metandlicos resultaron ideales
para continuar la blsqueda de compuestos bioactivos pues no tuvieron
efectos citotoxicos sobre la ameba. A diferencia, de los exiractos de
diclorometano deberfan purificarse para lograr separar las fracciones
citotdxicas.

Esta plataforma nos serviria como modelo para la bisqueda de moléculas

con diferentes actividades biolégicas sin presentar citotoxicidad contra el

hospedero.
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3.3 Ensayo de antibiosis de los extractos de Helenium aromaticum contra la

cepa virulenta Klebsiella pneumoniae RYC 492

En la evaluacién del ensayo de antibiosis, las diferentes condiciones ensayadas (25
ug, 50 pg y 100 ug) de los extractos diclorometano y metanol de H. aromaticum no
presentaron actividad antibacteriana significativa contra Klebsiella pneumoniae RYC
492. Como se muestra en la Figura 7, no hay diferencias significativas entre las
diferentes condiciones, control negativo y el control de resistencia a kanamicina.
Esto a diferencia de lo observado para el control positivo con gentamicina, Figura 7,

Tabla 2.
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Tabla 2, Evaluacién de antibiosis de los extractos de Helenium aromaticum contra la cepa virulenta K. pneumoniae RYC 492.

CONCENTRACIONES CONTROLES
EXTRACTOS ESPECIE Diametro del.balo de inhibicion en {(mm}) *
BACTERIANA
25 ug 50 pg 100 g C + (KAN) C+(GEN) C-(ETANOL
De resistencia 20%)

Diclormetano - - +/- - b -
de flor ‘ )
Diclerometano - - +f- +f- P -
de tallo-hoja
Di - - +f- +/- ek -
a%_ﬂmmaﬂm:o Kiebsiella

— pheumoniae - - - -
w“_owwm:o__oo de RYC 492 - +/ +/ et
Metanolico de - - +/- +f- 4+ -
talle-hoja
Metandlico de - - +/- +/- ot -
rafz

* Zona de inhibicidn, incluyendo el didmetro del disco {6 mm) valor promedio de repeticiones n=9,

¢+ (HH)=1,8cm,

= (+4)=1,3cm,

¢« (#s09%cm.

+  {(+)s=0,5cm.

» {20cm.

»  C—(control negativo).

«  C+(Kan) control de resistencia.
» C+{GEN) control positivo.
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Figura 9. Evaluacién de la actividad de anti-virulencia de los extractos diclorometano de H. aromaticum: A) Flor B) Tallo-hojas C) Raiz. El analisis estadistico fue
realizado utilizando un test ANOVA de dos vias con comparacion multiple y post-test de Dunnett's (n=9) (* = p < 0.05, ** =p < 0.005, ** = p < 0.001, *** = p < 0.0001).
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3.5 Identificaciéon de los compuestos mediante UHPLC-ESI-MS/MS de

los extractos que presentaron actividad de anti-virulencia.

El objetivo principal de este estudio fue implementar una plataforma para la

bisqueda de moléculas (metabolitos secundarios) o extractos naturales de

plantas que no resulten citotéxicos contra el hospedero D. discoideum pero

capaces de atenuar la virulencia del paiégeno K pneumoniae.

Considerando los resultados de los ensayos citotoxicas y los de anti-

virulencia de los extractos evaluados de las partes de H. aromaticum (flor,

tallo-hoja, raiz), donde solamente los extractos metandlicos de raiz

atenuaron la virulencia de K. pneumoniae RYC 492 sin afectar la viabilidad

de D. discoideum, estos fueron escogidos para los analisis quimicos para la

identificacion de los compuestos presentes.

Con la ayuda de la técnica de especirometria de masas in tandem de alta

resolucion del extractc metandlico se identificaron tentativamente 24

compuestos. Todos los compuestos fueron detectados en modo negativo

mediante UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS, como se muestra en la Tabla 3.

3.5.1 Compuesto fendlicos

Los compuestos fendlicos son originados en el metabolismo secundario de

las plantas, siendo esenciales para su crecimiento y reproduccion, ademas

de formarse en condiciones de estrés tales como infecciones, lesiones,

radiacion UV, entre otros (Naczk and Shahidi, 2004).

Quimicamente los compuestos fendlicos se definen como sustancias que

tienen un anillo aromatico con uno o mas sustituyentes hidroxilos,

incluyendo sus grupos funcionales (Lee ef al, 2005). Presentan una

estructura variable y por lo tanto son multifuncionales. Hay unos cinco mil

fenoles, enire ellos flavonoides, acidos fendlicos, fenoles simples,

cumarinas, taninos, ligninas y tocoferoles (Angelo and Jorge, 2007).
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También se han encontrado compuestos fenélicos en la raiz de la especie
Inula helenium, que pertenece a la familia Asteraceae, mediante la
extraccion de compuesto organicos (Spiridon et al., 2013).

En el género Heleniun se han encontrado compuestos fendlicos como
flavonoides en 22 taxones (Bierner, 1973). En el extracto metandlico de raiz
de H. aromaticum, se identificaron 18 compuestos fendlicos entre ellos 11
son del tipo flavonoide, 3 acidos hidroxicinamicos, 2 acidos organicos, 1 .
acido fendlico y 1 cumarina, seran detallados a continuacion:

Acido citrico o isocitrico (Peak 5): Detectado en tg 1.89 min como un i6n
[M-H]: a m/z 191.0197, cuya fragmentacién produce un ién diagnostico
caracteristico en MS? que corresponde a m/z 111.0080 [M-H — CsH303]
(Ledesma-Escobar ef al., 2015; Shi et al., 2013).

0 OH
o N o -80 Da 0 0
' A
el_ u 1 W
H 4
HO 4] / ~OH ’H_
N W HO =z
m/z 191.0197 [M-H] m/z 111.0080 [M-H]

Figura 11. Propuesta de ruta de fragmentacion de acido citrico o isocitrico.

Acido dihidroxibenzoico pentosido (Peak 7): Identificado en tr 8.75 con
un ion [M-H]' a m/z 285.0625. Se observaron iones diagnodsticos
caracteristicos en MS? que corresponde a m/z 108.0209 [M-H-CsH4O2]" ,m/z
153.0189 [M-H-C7Hs04] (Belguith-Hadriche et al., 2017).
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m/z 285.0625 i @
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OH
o
m/z 108.0209 [M-H]-

Figura 12. Propuesta de ruta de fragmentacion de acido dihidroxibenzoico pentosido.

Acido clorogénico (Peak 8): Se detect6 en el tg 9.36 min un ién molecular
[M-H] a m/z 353.0888 identificado por el ién hijo mostrado en el MS?
correspondiente a m/z 191.0561 [M-H-C7H110¢]’, (Vallverdu-Queralt et al.,
2015).

OH OH
HO HO
<] 2]
o] -162 Da
/A H > H
o o o
N 0 HO
OH OH
] 0
HO

m/z 353.0888 [M-H]- m/z 191.0561 [M-H]-
Figura 13. Propuesta de ruta de fragmentacién de acido clorogénico.
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6,7-dihidroxicumarina (esculetina) (Peak 10): Identificado en el tr 9.74
min un ién [M-H]-a m/z 177.0193, su fragmentacion presenté en el MS? los
iones hijos de diagnostico a m/z 133.0288 [M-H-CsHs02]", m/z 121.0289 [M-
H-C7Hs02] (Zou et al., 2014).

HO (0] 0 HO
-44 Da __ \
S © | | i
H H
HO 7 |—HO 7 :
m/z 133.0288 [M-H]-
%o I
a
m/z 1770193 [M-H] HO
S
[T
HO
m/z 121.0289 [M-H]

Figura 14. Propuesta de ruta de fragmentacion de 6,7- dihidroxicumarina (esculetina).

Acido cafeico (Peak 11): En el tr 9.85 min se identifico un ion [M-H] a m/z
179.0349, detectandose en el MS? un ién diagnostico a m/z 135.0446 [M-H-
CsH7O2] (Vallverdu-Queralt et al., 2015).

5 HO N
-44 Da
, © .
© "
|T 0
HO
m/z 179.0349 [M-H} mi/z 135.0446 [M-H]

Figura 15. Propuesta de ruta de fragmentacién de acido cafeico.

Acido cafeico pentésido (Peak 17): El Peak 17 mostré en el tg 10.75 min

un ién pseudomolecular [M-H] a m/z 311.0781, mostrando los iones
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diagnésticos en el MS? a m/z 179.0347 [M-H-CoH7O4]", m/z 149.0449 [M-H-

CsHgOs) caracteristicos (Granica et al., 2013).

oy =t

m/z 179.0349 [M-H] m/z 179.0349 [M-H]-
e

)

@ HO

HO
OH

m/z 179.0349 [M-H]-

Figura 16. Propuesta de ruta de fragmentacién de acido cafeico pentésido.

Vitexina (Peak 18): Se observo en el tr 11.00 min un ién molecular [M-H] a
m/z 431.0994 mostrando los iones diagndsticos a m/z 299.0572 [M-H-
C16H1106], m/z 297.0394 [M-H-C16HgOs], m/z 283.0612 [M-H-C1eH110s]
caracteristico (Brito et al., 2014).

Figura 17. Propuesta de ruta de fragmentacién de vitexina.
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Citisosido (Peak 19): Se identificé en el tr 11.14 min un ién [M-H] a m/z
445.1151, su fragmentacion produjo iones en el MS? a m/z 313.0739 [M-H-
C17H1306]", m/z 311.0559 [M-H-C17H110s]", m/z 283.0619 [M-H-C1eH110s]
caracteristico (Ferreres et al., 2003; Uribe et al., 2014; Zheng et al., 2008).

162 Da T

myz 283.0619 [M-HJ myz 311.0559 [M-H]

Figura 18. Propuesta de ruta de fragmentacién de citisosido.

Iséomero de Citisosido (Peak 20): Se detectd en el tr 11.45 min un i6n [M-
H]" a m/z 445.1152 idenficandose los iones diagnosticos en el MS? a m/z
311.0573 [M-H-C17H110s6], m/z 283.0612 [M-H-C1sH110s]" (Ferreres et al.,
2003; Uribe et al., 2014; Zheng et al., 2008).
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OH (o]
mz 283.0612 [M-HT

Figura 19. Propuesta de ruta de fragmentacion de isémero de citisosido.
Isoramnetina (Peak 21): En el tr 13.90 min se detectdé un ion
pseudomolecular [M-H] - a m/z 315.0520 mostrando un i6n diagnéstico a
m/z 300.0286 [M-H-C+sHgO7] (Hossain et al., 2010).

m'z 315.0520 [M-HJ m/z 300.0286 [M-HJ

Figura 20. Propuesta de ruta de fragmentacién de isoramnetina.
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Apigenina (Peak 22): En el Peak 22 se identificé en el tr 16.44 min un idn
[M-H] a m/z 269.0465, el ién progenitor produjo iones diagnosticos
mostrando los iones en el MS? a m/z 149.0240 [M-H-CsHsOs], m/z
133.0296 [M-H-CsH502], m/z 117.0341 [M-H-CsHsO]" caracteristico (Abu-
Reidah et al., 2013).

e
b
| Ho
=
» | |
/
=
" .
o
m/z 269.0465 [M-HT ~Je, Mz 149.0240 [M-HT
-4
-152 Da - o
L =) ;0
Eal
oH L
/O/ | |
miz 117.0241 M-HT mvz 133.0296 [M-H]'

Figura 21. Propuesta de ruta de fragmentacion de apigenina.
Diosmetina (4’-o-metil- luteolina) (Peak 23): Detectado en el tr 16.77 min
un ion [M-H] a m/z 299.0570, presentando un ion diagnostico a m/z
285.0362 [M-H-C15HgOs] (Jiménez-Gonzalez et al., 2018).

miz 2990570 [M-H] miz 285.0362 [M-HT

Figura 22. Propuesta de ruta de fragmentacion de diosmetina (4’-O-metil-luteolina).

48




Dimetilquercetina (Peak 24): En el tr 18.24 min un i6n [M-H] a m/z
329.2343, se detectd un i6n diagnoéstico a m/z 299.0571 [M-H-C1sH707]
caracteristico (Simirgiotis et al., 2017).

miz 299.0570 [M-H] miz 299.0570 [M-H]

Figura 23. Propuesta de ruta de fragmentacién de dimetilquercetina.

Kaempferol-7-O-glucosido (Peak 15): Fue detectado en el tr 10.45 un ion
molecular [M-H] a m/z 447.0994 mostrando un i6n fragmento caracteristico
en el MS? a m/z 327.0523 [M-H-C47H1107] (lbrahima et al., 2015).

ﬂ

OH
420 Da ( O
i ST |
]
OH

miz 447.0994[M-HT' iz 327.0523 AT

Figura 24. Propuesta de ruta de fragmentacion de kaempferol-7-O-glucésido.
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Isomero de Kaempferol-7-O-glucdsido (Peak 16): En el tr 10.68 se

identificé un ién pseudomolecular [M-H] a m/z 447.0943 detectando un ion
diagnostico en el MS? a m/z 327.0519 [M-H-C17H1107], (lbrahima et al.,
2015).

m/z 447 0934 [M-H] mz 327.0523 [M-H]
Figura 25. Propuesta de ruta de fragmentacién de isémero de kaempferol-7-O-glucésido.

Otros compuestos: Fueron identificados otros compuestos como:
aldopentosa (Peaks 2 y 4) presentaron un ién [M-H] a m/z 149.0451 sin
poder detectar iones fragmentos en el MS2. Derivados de prolina (Peaks
13 y 14) presentando iones [M-H]" a m/z 431.1933 y m/z 380.2090
respectivamente, ambos compuestos mostraron un ién diagnostico en el
MS? a m/z 114.0554 caracteristico.

Compuesto desconocido: Un solo compuesto fue detectado en el
extracto metanolico de raiz de H. aromaticum pero no identificado en el

peak 1y 3 presentando el mismo ié6n molecular [M-H] con m/z 377.0865.
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4. DISCUSION

4.1 Preparacién de extractos naturales para la busqueda de moléculas

de anti-virulencia

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de muchas enfermedades
esta asociado a la medicina popular en diferentes partes del mundo (Aratjo
and Leon, 2001). El interés de descubrir extractos vegetales con diferentes
actividades biologicas ha aumentado en los dltimos afios. En este contexto,
plantas que presentan actividades antioxidantes son de gran interés por la
presencia de radicales libres, las cuales estan asociados a diversos factores
como mutaciones del DNA, oxidacién de proteinas y peroxidacion lipidica
que contribuyen al desarrollo de cancer, diabetes, arteriosclerosis, procesos
antinflamatorios y envejecimientos (Finkel and Holbrook, 2000). Asimismo,
las plantas que presentan actividad antimicrobiana también son de extrema
importancia debido al hecho que muchos microrganismos que presentan
resistencia, no solo a los antibidticos ya establecidos sino también a los de
la ultima generacion, causan graves problemas de salud publica (Fabri ef
al., 2011). Por lo tanto, en este trabajo de tesis, se propuso la preparacion
de extractos de la especie H. aromaticum, considerando que pertenece a la
familia Asteraceae, conocida por sus propiedades ferapéuticas, cosmeticas
y aromaticas. Particularmente, es relatado en la literatura el uso medicinal
de esta familia como antihelmintico, antiinflamatorio, adstringente,
colestérico, antihemorragico, antimicrobiana, diurético, analgésico y
antiespasmédico (Fabri ef al., 2011).

En esfe trabajo se obtuvieron 6 extractos totales (3 extractos
diclorometanos y 3 exiractos metandlicos) de las diferentes partes de la
planta (flor, tallo-hoja y raiz), y se evalué su citotoxicidad mediante el
modelo bioldgico D. discoideum y en busca de moléculas que reduzcan los

factores de virulencia (anti-virulencia) contra la cepa patogena (Klebsiella
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pneumoniae RYC 492).

La mayoria de las plantas medicinales tienen un margen de seguridad
amplio, pero puede ocurrir que si se sobrepasan determinadas
concentraciones plasmaticas pueden llegar a ser tdxicas. Aun asi
tomandolas de forma correcta, pueden interaccionar con otros
medicamentos que tienen margenes de seguridad muy estrechos, por lo
que se produce un problema de seguridad (Gonzalez, 2013). Con el
objetivo de determinar tanto la eficacia de los extractos de H. aromaticum
como planta medicinal que tiene un efecto farmacoldgico, asi como su
seguridad, sugerimés a la ameba social D. discoideum como modelo

biolégico para estos fines.

4.2 Dictyostelium discoideum como modelo biolégico para evaluar
citotoxicidad de extractos naturales

En la actualidad, para evaluar a gran escala el potencial de compuestos con
actividad antimicrobiana es un inconveniente ético el uso de modelos
murinos para los ensayos de infeccién. Otras de las razones que nos llevo a
la utilizacién de este modelo es la importancia que presenta para la
evaluacién de drogas para los humanos, ya que comparte con la célula de
eucariontes superiores varios procesos celulares y genes homologos
adyacentes (Williams et al., 2005) Ademads, la membrana plasmatica esta
directamente expuesta al medio extracelular y su composicién no es muy
diferente a la de éstos, excepto que el colesterol es sustituido por ergosterol
y que entre los residuos de carbohidraios de proteinas o glicolipidos el
acido sidlico esta ausente (West et al., 1978). Por los estudios realizados de
la ameba social, se ha usado para ensayos farmacolégicos, donde se ha
demostrado que drogas que afectan las células de mamiferos, han sido
efectivas también en este modelo aunque en algunos casos en

concentraciones mas altas (Bravo-Toncio ef al., 2016).
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El uso exitoso de la ameba social D. discoideum tanto para ensayos de
virulencia como de citotoxicidad nos permitié proponer en esta tesis la
busqueda de extractos naturales de la planta H. aromaticum contra cepas
virulentas de K. pneumoniae mediante el uso de la ameba D. discoideum,
los cuales no presenten un efecto citotéxico contra este hospedero.
Particularmente y relacionado con el uso de esta ameba en ensayos
citotoxicos, se ha encontrado que las seaflavinas del té negro (llacqua ef al.,
2017), los monoterpenos (Hwang and Kifn, 2002) y naringenin (Waheed et
al., 2014) fienen efectos citotoxicos pues inhiben el crecimiento, el
desarrollo social o la motilidad de D. discoideum.

Los resultados de citotoxicidad positiva de todos los extractos de
diclorometano de la planta H. aromaticum puede deberse a la presencia de
terpenos que son extraidos por este solvente orgénico (Azmir et al., 2013),
De hecho hay estudios que demuestran que algunos monoterpenos como
pinenoc, mentona, canfeno, carvona y fenchona, que se encuentran en el
suelo de bosques de Pinus thunbergii afectan el desarrollo de Dicfyostelium
discoideum Ax2 (Hwang and Kim, 2002).

En contraste, los exiractos de metanol de todas las partes (flor, tallo-hoja y
raiz) de H. aromaticum no presentaron un retraso del ciclo desarrollo social
de la ameba alcanzando la fase de culminacién (formaciéon de cuerpos
fructiferos) en todas las condiciones ensayadas (25 ug, 50 pg y 100 ug).
Esto puede ser por los compuestos terpénicos citotoxicos que no son
extraidos con este solvente, los que se han reportado presentan
compuestos fendlicos que son exiraidos por el solvente organico metanol
(Azmir ef al., 2013).

Estos resultados demuestran la eficacia del uso de la ameba social como
una plataforma para la busqueda de compuestos bioactivos que no tengan
efectos citotoxicos. Esto permite no solo guiar la blisqueda sino tambien
poder purificar las actividades terapéuticas deseadas de las citotdxicas que

pueden tener efectos secundarios.
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4.3 La estrategia de anti-virulencia como reemplazo a la antibidtica para
la obtencién de nuevos antimicrobianos

La resistencia a los antibiéticos es un problema mundial que tiene muchas
causas que pasan por el sobreuso de estos, la poca generacion de nuevas
moléculas por la industria farmacéutica, asi como a los multiples
mecanismos de resistencia que tienen los microorganismos para resistir la
eficacia de los antibi6ticos. Los antibidticos tienen en comuin que afectan a
un proceso esencial de la bacteria como pueden ser la transcripcion, la
replicacién, la sintesis de las proteinas y la pared celular entre muchos
otros (Rasko ef al., 2008). Otro grave problema que tienen los antibiéticos
es que no solo afectan a los microorganismos patégenos que nos causan
dafio, sino también a miles y millones de microorganismos comensales
beneficiosos que tenemos en nuestro cuerpo (Diaz-Ripoll, 2019). Es por
esto que se hace necesario un cambio de la estrategia para combatir los
microorganimos patégenos.

Una de las estrategias que se ha propuesto es la de anti-virulencia, es decir
combatir a las bacterias mediante la inhibicion de los factores de virulencia
(Cheng et al., 2014). Esto no afectaria un proceso esencial que cause la
muerte del microorganismo. Sin embargo, inhibirfa a la bacteria de producir
los factores de virulencia que le permiten causar un dafio en el huésped.

Un ejemplo de estas es inhibir la adhesién bacteriana a la célula hospedera;
inhibir las toxinas o los sistemas especializados de secrecién; bloquear
receptores bacterianos o inferir con [a regulacién de los genes relacionados
con la virulencia (El-Mowafi ef al, 2015; Rasko and Sperandio, 2010;
Taussig et al., 2014). Otro de los sistemas mas abordados es el sistema de
comunicacion bacteriana denominado Quorum Sensing (QS) (Rivas, 2017).
Esta via regula la expresion y producciéon coordinada de un amplio rango de
factores de virulencia en diversos patégenos y son dispensables para la
supervivencia bacteriana a condiciones adversas (Rasko ef al,, 2008; Rasko
and Sperandio, 2010; Starkey ef al., 2014).
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Por esta razén el QS ha sido uno de los principales candidatos blancos para
el desarrollo de drogas antimicrobianas para tratar infecciones agudas,
cronicas o persistentes.

Otro blanco interesante abordado por nuestro laboratorio es la sintesis de
los polifosfatos inorganicos (poliP). Moléculas inhibitorias de la sintesis de
este biopolimero importante en la viruencia en P. aeruginosa, tuvieron
actividad de anti-virulencia contra este patégeno resistente a multiples
antibiéticos y drogas (Bravo-Toncio ef al., 2016).

Debido al éxito en la utilizacion de la ameba social para la blusqueda de
moléculas de anti-virulencia en P. aeruginosa y los ensayos de virulencia
para cepas virulentas de K. pneumoniae (Marcoleta et al., 2018), es que
propusimos el uso de D. discoideum para la busqueda de moléculas de
anti-virulencia en los diferentes extractos de la planta H. aromaticum contra
K. pneumonia RYC 492.

Los resultados de la actividad de anti-virulencia de los diferentes extractos
de partes de H. aromaticumm (flor, tallo-hoja y raiz) mostraron que ninguna
de los extractos de diclorometano presentaron actividad de anti-virulencia.
En contraste, solo el extracto metandlico de raiz presenta actividad de anti-
virulencia contra la cepa de K. pneumoniae RYC 492. Estos resultados
confirman la hipétesis de que mediante el uso de la ameba D. discoideum
se pudo encontrar extractos de la planta H. aromaticum con aciividad de
anti-virulencia contra la cepa patdgena K pneumoniae RYC 492 y sin
efectos citotoxicas.

Una de las ventajas de disefiar este ensayo es la de descartar analisis
quimicos caros de aquellos extractos que muestren actividad citotoxica,
como el extracto metandlico de raiz que fue el tnico que cumplié con los
requerimientos mencionados en el estudio, los analisis de espectrometria
de masa para la identificacion mediante UHPLC-ESI-MS/MS solo se hizo a

ese extracto, como se muestra en la Fig. 27.
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Los compuestos tentativos detectados del exiracto metandlico de raiz
fueron mayoritariamente compuestos fendlicos (12 flavonoides, 3 acidos
hidroxicindmicos, 1 acido fendlico y 2 acidos organicos). Estos resultados
coinciden con los resultados de estudios realizados en la raiz de la especie
Inula helenium que pertenece a la familia Asteraceae (Spiridon ef al., 2013).
También en el género Heleniun ha sido reportado compuestos fendlicos

como flavonoides en otros 22 taxones (Bierner, 1973).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios presentes en
plantas y son importantes en muchos aspectos de su vida, especialmente
en las interacciones con-el entorne ya que utilizan estos compuestos como
en la defensa contra patdégenos. Del mismo modo, los compuestos de tipo
fendlico son los principales metabolitos secundarios con propiedades de
anti-virulencia descritas hasta hora y especificamente los flavonoides son

los mas representativos (Silva et al., 2016).

Por ello en los Ultimos afios, las propiedades de anti-virulencia de los
compuestos fendlicos se estan descifrando ya que la mayoria de casos
depende de la concentracién del compuesto y del sistema bacteriano en
que los compuestos fendlicos puedan exhibir efectos bactericidas o anti-
virulencia (Silva ef al., 2016).

Otros estudios mas especificos con los compuestos mas purificados para
saber exactamente cudles de los 18 compuestos son los responsables de
esta actividad de bloquear ia virulencia de K. pneumoniae RYC 492. Otros
estudios demuestran que compuestos como la apigenina y kaempferol
reducen la formacién de biopeliculas en E. coliy V. harveyi (Silva et al,
2016). Ademas, que la apigenina causa un impacto significativo en la
biomasa y polisacaridos contenidos en las biopeliculas de S. mutans,
inhibiendo glucosiltransferasas y fructosiitransferasas sin tener un impacto

en la viabilidad bacteriana (Koo et al, 2003). También disminuye la

hemolisis sanguinea inducida por S. aureus (Naybi ef al, 2018). Ofro




compuesto con actividad de anti-virulencia es la esculetina que inhibe [a
formacién de biopeliculas de P. aeruginosa (Silva et al., 2016). Finalmente
el &cido cafeico presenta actividad inhibitoria sobre la formacion de
biopeliculas en Sfaphylococcus epidermis por un mecanismo que no
involucraba la muerte bacteriana (Zimmer ef al., 2014). Estos compuestos
se detectaron mediante UHPLC-Q/Orbitrap/ESI/MS/MS en el extracto
metandlico de raiz que presenta actividad de anti-virulencia contra K
pneumoniae RYC 492. Una proyeccidon de este trabajo es probar
especificamente la capacidad de estos compuestos individuales para inhibir
la virulencia de K. pneumonia.

En resumen, en este irabajo de tesis se implementd una plataforma para la
evaluacion citotoxica de extractos de plantas mediante la utilizacién del
modelo biolégico D. discoideum y la busqueda de moléculas con actividad

de anti-virulencia sin efectos secundarios.
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A: Preparacion de extractos naturales.
B: Evaluacion de citotéxica.

C: Ensayo de antibiosis.

D: Ensayo de anti-virulencia.

Figura 27. Desarrollo grafico de los ensayos realizados.
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5. CONCLUSIONES

. Se establecié un protocolo de desarrollo social con la ameba D. discoideum
para evaluar citotoxicidad de extractos naturales o metabolitos secundarios y
en la bisqueda de moléculas con actividad de anti-virulencia.

. Los extractos de diclorometano de la especie H. aromaticum resultaron
citotéxicos en las condiciones evaluadas (25 pg, 50 pg y 100 pg) retrasando
el desarrollo social de la ameba. En comparacién con los extractos
metandélicos, no retrasaron el desarrollo social de la ameba es decir no
presentaron citotoxicidad.

. La evaluacién de antibiosis de los extractos de diclorometano y metanol no
presentaron halos de inhibicién contra la cepa K. pneumoniae RYC 492.

. El extracto metandlico de raiz presenta actividad de anti-virulencia contra la
cepa de K. pneumoniae RYC 492 permitiendo el desarrollo social de ameba
en comparacion con los controles evaluados.

. Se detectaron tentativamente 24 compuestos, en su mayoria 18 compuestos
fendlicos (11 flavonoides, 3 Acidos hidroxicindmicos, 1 acido fendlico, 1
cumarina y 2 acidos organicos), mediante UHPLC-ESI-MS/MS del extracto
metandlico de raiz de la especie H. aromaticum.

. Mediante este estudic se pudo detectar e identificar moléeculas que no
afectan el desarrollo social de la ameba (no son citotéxicas) y que bloquean

algunos faciores de virulencia de K. pneumoniae RYC 492 (anti-virulencia).
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Figura 30. Flujograma de los ensayos en el estudio.
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Clasificacion botanica

La muesira vegetal completa ha sido estudiada y clasificada como: Helenium
aromaticum (Hook.) L.H. Bailey, por la Dra. Gloria Rojas Villegas Jefa de Area
Botanica y Herbario del Museo Nacional de Historia Natural de Chile, con
Voucher de colecta 169131 y tiene la siguiente posicion taxondémica, segun el
sistema de clasificacion de Arthur Cronquist (1981) “In Integrated System of
Classification of Flowering Plants”.

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

SUB-CLASE: Asteridae

ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae (= Compositae)

GENERO: Helenium

ESPECIE: Helenium aromaticum (Hook.) L.H. Bailey

Nombre vulgar:

“manzanilla macho” (lca/Per), “manzanilla de campo” o “manzanilla de

cerro” (Valparaiso/Chile)

Sinénimos

Cephalophora aromatica (Hook.) Schrad.

Cephalophora collina Phil.

Cephalophora lanceolata Phil.

Cephalophora tenera Cass.

Gaillardia aromatica Baill.

Graemia aromatica Poepp. ex Hook.

Grahamia aromatica Spreng.
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Descripcion de la especie:

Es una hierba hasta de 0,60 m de altura, erecto y poca ramificada basalmente,
formando una cobertura de hasta 30 cm. Tallo delgado verde amarillento semi-
pubescente. Hojas lanceoladas de borde ligeramente dentade en la parte
superior de la planta y hojas basales en mayor numero lanceoladas-
espatuladas de borde mas sinuoso y dentado (a lobulado).

Hojas alternas, sésiles, de color verde claro y con nervadura central notoria en
el haz de coloracién blanquecina. Flores pequeiias de color amarillo limén de
olor caracteristico agradable similar a manzanilla (Matricaria chamomilla L.),
dispuestas en cabezuelas totalmente esféricas terminales y compactas de
aproximadamente 10-14 mm de diametro. Sus frutos son pequefios, a manera
de conos invertidos, con la base negruzca y apice blanquecino, de 2-3 mm
largo. Habitat en zonas de escorrentia de huaycos y riberefios con humedad
esporadica, en suelos arenosos y arcillosos.

Distribucion

Helenium es un género nativo de Norteamérica y Centroameérica.

Comprende 208 especies descritas y de estas solo 39 aceptadas. H.
aromalicum es una especie que en el Perl se distribuye en Arequipa,
Ayacucho, Lima e lca (Hernandez and C. Mendoza, 2014).

Usos

Planta de valor medicinal, de nulo valor ornamental. En infusion y exiracto se

usa como febrifugo.
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