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Mg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en
ensayo de erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas: (A)
Staphylococcus aureus (3R, 4R y 5R) y (B) Staphylococcus aureus
(ATCC 43300 y ATCC 25923).

Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (2000-15.625
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en
ensayo de erradicacion de la biopelicula de cepas Gram negativas:
(A) Escherichia coli ATCC 25922, (B) Escherichia coli M51-3 y (C)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (2000-250
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en
ensayo de erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas

Staphylococcus aureus.



40 Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (2000-250 95
Mg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en
ensayo de erradicacion de la biopelicula de cepas Gram negativas

(Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa).
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. RESUMEN

Las bacterias han desarrollado resistencia a los antibiéticos mediante diferentes
mecanismos, dificultando el tratamiento efectivo de enfermedades infecciosas y
representando un grave problema de salud publica en el mundo. La capacidad de las
bacterias para formar biopeliculas favorece el desarrollo de la resistencia, generando
tolerancia bacteriana y supervivencia en condiciones ambientales adversas. Este
contexto justifica la constante busqueda de nuevas sustancias antimicrobianas. Al
respecto, las plantas son una fuente importante de compuestos bioactivos, incluyendo
antibacterianos eficientes contra patdogenos resistentes a antibioticos. En particular, las
plantas del género Echeveria presentan actividades biolégicas que sustentan su
potencial para tratar infecciones asociadas a bacterias resistentes. Por lo tanto, el
objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad de extractos metandlicos
de tres especies de Echeveria (E. agavoides, E. derenbergii y E. secunda) de México
contra la formacion de biopeliculas bacterianas y los componentes de la matriz
extracelular de biopeliculas (polisacaridos, proteinas y ADNe). Las especies de
Echeveria se obtuvieron de viveros certificados por SEMARNAT localizados en
diferentes estados de México. En la investigacidon se emplearon bacterias de interés
clinico: cinco Gram positivas (S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300, MRSA-
03, MRSA-04, MRSA-05) y tres Gram negativas (P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922 y E. coli M51-3). Las hojas de Echeveria se liofilizaron y extrajeron con
metanol para preparar extractos metandlicos (EMs). El efecto de los EMs sobre la
inhibicién y erradicacion de biopeliculas bacterianas fue evaluado mediante el método
de tincion con cristal violeta en microplaca y por microscopia optica. La actividad
metabodlica en la biopelicula fue evaluada empleando XTT. En la matriz de la
biopelicula se determiné el contenido de polisacaridos, proteinas y ADN extracelular
(ADNe). Los EMs de las tres especies de Echeveria presentaron actividad
antibiopelicula. Echeveria secunda y E. agavoides fueron las mas efectivas en la
inhibiciéon de la formacion de biopeliculas, el EM de Echeveria agavoides (500-62.5
ug/mL) fue el mejor contra las MRSA (3R, 4R, 5R) con valores de inhibicion de 68.10-
100%; mientras que en la cepa ATCC 25923 indujo una inhibicion del 89.21% a 62.5
ug/mL. En el ensayo de XTT, el EM de E. agavoides también presento el mejor efecto
inhibitorio de la actividad metabdlica (81.65-100%) en las mismas cepas Yy
concentraciones. El EM de E. derenbergii fue el unico que erradico la biopelicula
preformada de las cepas S. aureus 4R y P. aeruginosa ATCC 27853; asimismo,
disminuy6 la viabilidad celular de la biopelicula preformada de P. aeruginosa ATCC
27853 (27.91-63.44%) a 2000-250 yg/mL. Las especies de E. secunda y E. agavoides
mostraron un buen efecto en la disminucién del contenido de componentes de la matriz
extracelular polimérica (ECM, por sus siglas en inglés) (polisacaridos, proteinas y
ADNe) de la biopelicula, destacando E. agavoides con los siguientes valores:
polisacaridos 100%, proteinas del 88.53 al 99.01% y ADNe de 13.82 a 100%. El
analisis global indica que el EM de E. agavoides tiene el mayor potencial para
desarrollar productos con actividad antibiopelicula, sugerimos que se debe a su
contenido de flavonoides que actuan como inhibidores del QS.

(Palabras clave: Echeveria, biopeliculas, matriz extracelular polimérica)
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Il. ABSTRACT

Bacteria have developed resistance to antibiotics through various mechanisms, making
the effective treatment of infectious diseases difficult and posing a serious global public
health problem. The ability of bacteria to form biofilms promotes the development of
resistance, generating bacterial tolerance and survival in adverse environmental
conditions. This context underscores the need for a continuous search for new
antimicrobial substances. In this regard, plants are an important source of bioactive
compounds, including efficient antibacterials against antibiotic-resistant pathogens. In
particular, plants of the genus Echeveria exhibit biological activities that support their
potential for treating infections associated with resistant bacteria. Therefore, the
objective of this research is to evaluate the activity of methanolic extracts from three
species of Echeveria (E. agavoides, E. derenbergii, and E. secunda) from Mexico
against the formation of bacterial biofiims and the components of the biofilm
extracellular matrix (ECM), i.e., polysaccharides, proteins, and extracellular DNA
(eDNA). The Echeveria species were obtained from SEMARNAT-certified nurseries in
various states of Mexico. This study included bacterial pathogens of clinical interest:
five Gram-positive strains (S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300, MRSA-03,
MRSA-04, and MRSA-05) and three Gram-negative strains (P. aeruginosa ATCC
27853, E. coli ATCC 25922, and E. coli M51-3). The Echeveria leaves were freeze-
dried, milled, and extracted with methanol to obtain the methanolic extracts (MEs). The
effect of the MEs on the inhibition and eradication of bacterial biofilms was evaluated
using the crystal violet staining method in microwell plates and optical microscopy. The
metabolic activity in biofiilms was determined by the XTT assay. The contents of
polysaccharides, proteins, and eDNA in the biofilm matrix were also measured. The
MEs of the three Echeveria species showed antibiofilm activity, with E. secunda and E.
agavoides being the best inhibitors. The ME of E. agavoides (500-62.5 ug/mL) was
particularly effective against the MRSA isolates (3R, 4R, and 5R), reaching inhibition
values ranging from 68.10 to 100%, whereas the inhibition value against the ATCC
25923 strain was 89.21% at 62.5 ng/mL. In the XTT assay, the E. agavoides ME also
showed the highest metabolic activity inhibition (81.65-100%) against the same strains
and employing the same concentrations. Only the E. derenbergii ME induced the
eradication of biofilms pre-formed by S. aureus 4R and P. aeruginosa ATCC 27853;
additionally, it decreased the cellular viability of the biofilm pre-formed by P. aeruginosa
ATCC 27853 (27.91-63.44%) at 2000-250 pg/mL. The MEs of E. secunda and E.
agavoides also showed a significant effect in decreasing the ECM components, with E.
agavoides being the most effective: polysaccharides (100%), proteins (88.53 to
99.01%) and eDNA (13.82 to 100%). This investigation showed that E. agavoides ME
has the best potential for developing products with antibiofilm activity, likely due to its
flavonoid content that acts as a QS inhibitor.

(Keywords: Echeveria, biofilms, extracellular polymeric matrix.)



IIl. INTRODUCCION

Alexander Fleming descubrio la penicilina en 1928 y advirtié sobre los riesgos de
la resistencia antimicrobiana (Gonzalez-Mendoza y col., 2019). La prediccion fue
acertada y los primeros casos de resistencia a la penicilina se reportaron diez anos

después de iniciado su uso (Gonzalez-Mendoza y col., 2019).

Los antibidticos son una de las principales herramientas para tratar
enfermedades infecciosas bacterianas (Torres-Manrique, 2012). En el mundo, el
incremento de resistencia bacteriana a los antibiéticos es alarmante (Suasnavas y col.,
2017). Por este motivo, la resistencia bacteriana a los antibiéticos es un problema de
salud publica mundial que debe entenderse a profundidad; incentivando la busqueda
y desarrollo de alternativas antibacterianas factibles y eficientes (Torres-Manrique,
2012). En este sentido, la formacion de biopeliculas bacterianas es un factor de
virulencia que contribuye significativamente al desarrollo de resistencia a antibiéticos
(Suasnavas y col., 2017). En 1683. Anton van Leeuwenhoek evidencio por primera vez
la existencia de biopeliculas al observar en un microscopio muestras del raspado de
placa de sus propios dientes. Sin embargo, la investigacion sobre biopeliculas
bacterianas inicié en la década de 1970 (Vestby y col., 2020; Khan y col., 2021). Las
biopeliculas bacterianas son una matriz compleja donde se incrustan las bacterias y
estan formadas por diversas sustancias como proteinas, polisacaridos y ADN
extracelular (ADNe) (Abebe, 2020). El microambiente en la biopelicula permite que las
bacterias toleren condiciones ambientales adversas (e.g., temperatura y pH extremos,
alta salinidad) y la exposicién a antibidticos (Abebe, 2020). Las biopeliculas pueden

formarse en superficies bibticas o abidticas debido a sus propiedades de adherencia;



por lo tanto, éstas pueden encontrarse en entornos alimentarios, médicos, industriales
y naturales, representando un gran peligro en el ambito sanitario y en la salud humana
(Abebe, 2020). De esta manera, las biopeliculas favorecen el desarrollo de infecciones
cronicas y el incremento de resistencia bacteriana. En este sentido, aproximadamente
el 80% de las infecciones cronicas se ha asociado a la presencia de biopeliculas

(Abebe, 2020).

La OMS ha estimado que para el ano 2050 ocurriran mas muertes por resistencia
a los antibidticos que por cancer. Debido a este escenario, los paises deben
coordinarse y disefar e implementar estrategias para prevenir y revertir el fendmeno
de resistencia bacteriana, de lo contrario, muchas enfermedades infecciosas
controlables y de facil curacion pueden volverse intratables (Pérez-Vega, 2018). En el
afo 2014, las principales causas de morbilidad en México fueron las enfermedades
infecciosas (Soto-Estrada y col., 2016). Dentro de este grupo, las infecciones
respiratorias agudas, intestinales por otros organismos y las mal definidas y la
infeccion de vias urinarias son las tres principales causas de morbilidad (Soto-Estrada
y col., 2016). La situacidon mundial de la resistencia antimicrobiana establece con
claridad la necesidad de encontrar alternativas contra infecciones asociadas a estas
bacterias. Al respecto, las plantas son una buena fuente de compuestos bioactivos
(Suasnavas y col., 2017) y se ha demostrado que plantas del género Echeveria
(Crassulaceae) presentan actividad antimicrobiana e inhibitoria de la formacion de
biopeliculas (Reyes-Santiago y col., 2011). El género Echeveria agrupa un gran
numero de especies, la mayoria endémicas de México, considerandose el centro de

mayor diversidad y endemismo en este grupo de plantas. Tradicionalmente, estas



plantas se han usado con fines ornamentales y medicinales (Reyes-Santiago y col.,
2011). Recientemente, nuestro grupo de trabajo reportd la caracterizacién quimica-
bioldgica de 20 especies de Echeveria de Sinaloa, presentando importantes
actividades bioldgicas asociadas con el tratamiento/prevencién de enfermedades
cronico degenerativas e infecciosas, destacando la actividad antibacteriana con
concentraciones minimas inhibitorias (MICs, por sus siglas en inglés) de relevancia
clinica, posiblemente asociada a su contenido de compuestos fendlicos (Lopez-
Angulo, 2016; Beltran-Aguilar, 2020; Peinado-Beltran, 2021). La presente
investigacion evaluo el efecto de extractos metandlicos de tres especies de Echeveria
sobre la formacion de biopeliculas bacterianas y sobre los componentes de la matriz
extracelular de biopeliculas (polisacaridos, proteinas y ADNe). Esto con la finalidad de
establecer el potencial del género Echeveria para tratar enfermedades infecciosas
mediante la inhibicion o control de la formacion de biopeliculas bacterianas infecciosas.
La informacion que se generd contribuye a darle valor agregado a las plantas en

estudio.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Enfermedades infecciosas farmacorresistentes

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2020), la resistencia a los
antimicrobianos se define como “la capacidad que tienen los microorganismos (e.g.,
bacterias, virus) de impedir que los antimicrobianos (e.g., antibidticos, antiviricos y
antipaludicos) actuen contra ellos. En consecuencia, los tratamientos habituales se

vuelven ineficaces y las infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas”.

Actualmente, las enfermedades farmacorresistentes ocasionan
aproximadamente 700,000 muertes al afio en el mundo. Asimismo, la OMS estima que
la principal causa de muerte para el ano 2050 sera provocada por cepas bacterianas
resistentes a los antibiéticos, superando a enfermedades crénico degenerativas como
el cancer y la diabetes (Chavez-Jacobo, 2020). En México, aproximadamente el 21%
de los pacientes hospitalizados presentan infecciones asociadas a los cuidados de la
salud, la neumonia es la mas frecuente (33.2%), seguida de las infecciones de vias
urinarias (24.6%), de infecciones en herida quirurgica (15.5%) y de bacteriemia

asociada a catéter (5.8%) (Rizo-Amézquita y Camargo, 2017).
4.1.1. Principales cepas bacterianas resistentes
4.1.1.1. Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

Las infecciones con las cepas Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(MRSA, por sus siglas en inglés) son un problema de salud publica grave y de las mas
comunes en ambientes hospitalarios. Lo anterior a pesar de que MRSA se encuentra

comunmente en la piel o en la nariz de personas sanas. EIl MRSA puede invadir el



cuerpo y causar infecciones potencialmente mortales en los huesos, articulaciones,
corazon y pulmones (NYU Langlone, 2024). Esta bacteria es resistente a los
antibiéticos mas comunes como los B-lactamicos (e.g., penicilina, cefalosporinas y

carbapenémicos) (Garcia y col., 2019).

En décadas recientes se ha registrado a MRSA como uno de los principales
patégenos bacterianos en el mundo, causando un amplio rango de enfermedades que
varian en severidad y caracteristicas epidemiolégicas (Cervantes-Garcia y col., 2015).
La prevalencia de infecciones por MRSA difiere con la ubicacion geografica
(Castafieda-Méndez y col., 2018). En el 2011, se reportaron en EE.UU. un 5.31% de
infecciones adquiridas en la comunidad y 4.54% intrahospitalarias (Castafieda-
Méndez y col., 2018). En el 2014 en Europa, el porcentaje de infecciones invasivas fue
aproximadamente de 17.5%; mientras que en el este de Asia y el pacifico occidental
se documentaron incidencias entre 2.3 y 69.1% (Castafieda-Méndez y col., 2018). En
Latinoamérica, los valores son muy heterogéneos y varian del 6% en Centroamérica
hasta 80% en Sudamérica (Castafieda-Méndez y col., 2018). Por otra parte, la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica de México ha reportado que el porcentaje de
mortalidad en pacientes infectados con S. aureus varia de 5 a 70% (Garcia y col.,
2019). Asimismo, en hospitales generales, pediatricos, universitarios y de
especialidades han reportado que S. aureus ocupd el tercer lugar en morbilidad y el

cuarto lugar en mortalidad en el periodo de 1997 a 2003 (Garcia y col., 2019).
4.1.1.2. Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica, causada por la bacteria

M. tuberculosis (CENAPRECE, 2012). Suele trasmitirse con mayor frecuencia por via
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aérea al momento de toser o estornudar (CENAPRECE, 2012). Existen factores de
riesgo que incrementan la susceptibilidad a la tuberculosis: el VIH, la desnutricidn,
diabetes mellitus, persona con tratamiento con esteroides y situaciones que alteran el
sistema inmunoldgico (CENAPRECE, 2012). Afecta principalmente los pulmones,
aunque también puede afectar otros 6rganos (Instituto Nacional de Salud Publica,

2020).

Segun la OMS, cada dia fallecen casi 4,500 personas por tuberculosis y
aproximadamente 30,000 contraen esta enfermedad prevenible y curable (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2020). En 2016, la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) registr6 12,458 muertes por tuberculosis en 14 paises de América, de las cuales
2,569 fueron en México (Instituto Nacional de Salud Publica, 2020). Ese mismo ano,
el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades
(CENAPRECE) report6 21,184 nuevos casos de tuberculosis a nivel nacional (Instituto

Nacional de Salud Publica, 2020).

En México se han reportado mas de 18,000 casos nuevos de tuberculosis
anualmente, afectando en mayor porcentaje a hombres y al grupo etario entre 18 y 49
afios (CENAPRECE, 2012). La migracion, especialmente entre México y Estados
Unidos, contribuye a la propagacién global de la enfermedad (Orozco-Andrade y col.,

2018).
4.1.1.3. Enterobacterias resistentes a carbapenémicos (ERC)

Las ERC son altamente resistentes e incluyen patdégenos que se encuentran en
el tracto digestivo y el medio ambiente (e.g., E. coli, Salmonella spp., Klebsiella spp. y
Shigella spp.) (NYU Langlone, 2024). Las ERC afectan principalmente a pacientes en
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hospitales y a aquellos que tienen sistemas inmunolégicos comprometidos (NYU
Langlone, 2024). En hospitales, las bacterias pueden ingresar al cuerpo a través de
los dispositivos médicos como ventiladores, catéteres o procedimientos quirurgicos
(NYU Langlone, 2024). Estas bacterias pueden vivir en los intestinos sin causar
enfermedades, pero la ingestién de comida o0 agua contaminada por ciertas cepas de
enterobacterias puede causar intoxicacion alimentaria o gastroenteritis, cuyos
principales sintomas son vomitos y diarrea (NYU Langlone, 2024). Algunas veces, las
bacterias gastrointestinales pueden invadir otros tejidos y ocasionar infecciones graves
del tracto urinario, torrente sanguineo o heridas (NYU Langlone, 2024). En México, la
tasa de contaminacion bacteriana (e.g., Escherichia spp., Shigella spp., Salmonella
spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp. y Serratia spp.) del agua
disponible en hospitales es alta, provocando que se incremente la probabilidad de

infecciones nosocomiales (Rodriguez-Herrera, 2017).
4.1.2. Mecanismos de resistencia bacteriana a antibioticos

El uso masivo e inadecuado de antibiéticos ha contribuido al aumento alarmante
de resistencia bacteriana, incluso una cepa puede presentar diferentes mecanismos
de resistencia para la misma familia de antibi6ticos (Alds, 2015). Entre los mecanismos
de resistencia bacteriana se incluyen modificaciones enzimaticas (e.g., mediante
transferencias de grupos funcionales), alteraciones del sitio blanco del antibidtico
(impide la unién del farmaco evitando que establezca su funcidn), proteccion de la
diana del antibidtico (la pared celular ayuda a proteger la diana del antibiotico),
alteracion en la permeabilidad celular, poros/bombas y formaciéon de biopeliculas

(Varela y col., 2021).



4.2. Biopeliculas bacterianas

Karygianni y col. (2020) definen a una biopelicula como “una comunidad
estructurada de células microbianas firmemente adheridas a una superficie e
incrustadas en una matriz compuesta de sustancias poliméricas extracelulares (SPE)”".
Las SPE incluyen exopolisacaridos, acidos nucleicos extracelulares (ADNe y ARNe),
proteinas, lipidos y otras biomoléculas (Goel y col., 2021). En las biopeliculas, el 90%
corresponde a las SPE y menos del 10% a las células microbianas. El principal
componente de las biopeliculas es el agua (hasta un 97%), seguido de polisacaridos,
proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Karygianni y col., 2020; Goel y col., 2021;

Srinivasan y col., 2021).

Las biopeliculas se adhieren a superficies bibticas o abidticas, tales como tejidos
vivos, dispositivos clinicos domésticos, tuberias de agua industrial/potable, sistemas
acuaticos naturales, entre otras (Goel y col.,, 2021). Ademas, la matriz de las
biopeliculas protege a los microorganismos del estrés ambiental (e.g., desecacion,
radiacion ultravioleta, metales, antibiéticos y agentes oxidantes) y del sistema
inmunitario del hospedero (Goel y col., 2021). Diversas bacterias (Gram positivas y
Gram negativas) causantes de infecciones mortales forman biopeliculas: P.
aeruginosa, E. coli, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, M. tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Bacillus subtilis.,

Helicobacter pylori, Proteus vulgaris y Streptococcus viridans (Karygianni y col., 2020).
4.2.1. Formacion de biopeliculas

El proceso de formacién de biopeliculas es complejo y progresivo. Inicialmente,
la comunicacion célula-célula activa la “deteccion de quorum” (QS, quorum sensing,
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por sus siglas en inglés) provocando el aumento en la expresiéon de un conjunto de
genes diferente al que presenta la forma plancténica de la misma bacteria (Goel y col.,
2021; Srinivasan y col., 2021). En la formacién de biopeliculas, las bacterias detectan
las condiciones de estrés ambiental y se adhieren a una superficie bidtica o abidtica
(Figura 1) (Goel y col., 2021; Srinivasan y col., 2021). La condicién que desencadena
la formacién y el proceso de formacion de biopeliculas puede variar entre
microorganismos (Goel y col., 2021; Srinivasan y col., 2021). En general, la formacién

de biopeliculas implica cuatro pasos:

1) Adhesion inicial a la superficie biética o abidtica. En esta etapa se producen
dos tipos de unidon (reversible e irreversible), primero las células
plancténicas libres se adhieren reversiblemente a las superficies bidticas o
abidticas a través de interacciones débiles como acido-base, hidrofébicas,
fuerzas de Van der Waals y fuerzas electrostaticas, también los apéndices
bacterianos como fimbrias, flagelos y pili ayudan en la adhesion de las

células bacterianas planctonicas a la superficie.

2) Formacion de microcolonias. Las bacterias se multiplican, producen
pequefias cantidades de matriz extracelular de biopelicula y forman
microcolonias (aproximadamente 100 bacterias). En las microcolonias
puede haber una sola especie bacteriana o varias, dependiendo de las

condiciones de formacion.

3) Maduracion de la biopelicula. Las células se comunican entre si (QS) a través
de la produccién de moléculas autoinductoras que conducen a la activaciéon

de varios genes necesarios para la biosintesis de las SPE que forman la
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matriz extracelular de la biopelicula.

Dispersion de células planctonicas. Los nutrientes en la biopelicula se
agotan cierto tiempo después del desarrollo completo de la biopelicula,
mientras que los compuestos téxicos se acumulan. En estas condiciones,
algunas células de la biopelicula madura se desprenden y propagan en el
medioambiente nuevamente como células plancténicas para comenzar un
nuevo ciclo de formacion de biopelicula (colonizar otras superficies) (Goel

y col., 2021; Srinivasan y col., 2021).

12


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/matrix-component
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/planktonic-cell

Percepcion de sefiales para

/ formacion de biopeliculas

Bacterias
plancténicas ‘

%
N W
“ -; Adhesién ala *
N - g superficie P
—_—> & QA"
-~/

Bidtica / Abidtica
Superficie

Productos toxicos,

Adhesion a través de
fuerzas fisicas y uso de
apéndices celulares

(1)

Mej o
adh?;)i:in o, “ 4\
—_— \*& s

Mejora de adhesidn a través de
apéndices extracelulares, adhesinas
secretadas, regulacién positiva de
genes

acumulacion,
limitacion de Regulacion positiva de
S s nutrientes los genes SPE
~ — «—
A o = - - | a
- 4 )
—_—
Dispersion Maduracién de la biopelicula a Formacion de
(4) traves de la liberacion de microcolonias
moléculas QS, polisacaridos, 2)
ADNe
©)

Figura 1. Representacion esquematica de una formacion de biopeliculas. Adaptada

de Goel y col. (2021).
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4.2.2. Infecciones bacterianas asociadas a biopeliculas

La formaciéon de biopeliculas bacterianas esta implicada en el desarrollo de
resistencia a antibidticos y se considera el principal factor de virulencia para una amplia
variedad de microorganismos causantes de infecciones crénicas (Sharmay col., 2019;
Abebe, 2020). Las infecciones del tracto urinario y del torrente sanguineo se
encuentran asociadas a la formacion de biopeliculas en dispositivos médicos
implantables (e.g., valvulas cardiacas, catéteres, lentes de contacto, protesis
articulares, dispositivos intrauterinos y unidades dentales); sin embargo, estas
infecciones solo pueden tratarse mediante la extraccién de los implantes (Sharma y
col., 2019; Abebe, 2020). Por otro lado, la formacién de biopeliculas en tejidos del
hospedero se ha asociado a diversas infecciones cronicas: pulmonares en pacientes
con fibrosis quistica, osteomielitis, prostatitis, rinosinusitis, otitis media, heridas,
infeccion recurrente del tracto urinario, endocarditis, periodontitis y caries dental
(Sharma y col., 2019; Abebe, 2020). Aproximadamente el 80% de las enfermedades
infecciosas crénicas estan asociadas a biopeliculas bacterianas y se conoce que los
antibidticos de uso comun son inadecuados para erradicarlas (Sharma y col., 2019;
Abebe, 2020). En este contexto, las infecciones derivadas del contacto con
instrumentos médicos y tejidos que presentan biopeliculas han tenido un gran impacto
en la salud humana y economia de la poblacion (Sharma y col., 2019; Abebe, 2020).
El Cuadro 1 presenta algunas de las principales especies bacterianas involucradas en
infecciones mediadas por biopeliculas que causan enfermedades humanas (Sharma

y col., 2019; Abebe, 2020).
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4.2.3. Resistencia que imparten las biopeliculas hacia los antibiéticos

Las biopeliculas favorecen que las bacterias que las conforman desarrollen
resistencia a antibiéticos por varias razones: e.qg., la penetracién lenta o incompleta de
los antibidticos en la biopelicula y el microambiente quimico alterado dentro de la
biopelicula (Sharma y col., 2019). La funcionalidad de las biopeliculas, medida como
su éxito para sobrevivir a condiciones extremas, depende su naturaleza multicelular
(Sharmay col., 2019). Por lo tanto, diferentes autores plantean que la interrupcion, en
cualquier etapa, de la formacién de la estructura multicelular de la biopelicula podria
incrementar la eficacia de los antibiéticos y el potencial del hospedero para vencer la
infeccion, esto genera un nuevo enfoque para disenar tratamientos alternativos contra

los microorganismos resistentes a los antibidticos (Sharma y col., 2019).

Existen tres mecanismos que permiten que las biopeliculas generen tolerancia y
resistencia hacia los antibiéticos (Hall y Mah, 2017; Goel y col., 2021), los cuales se
describen a continuacién. 1) Mala penetracién de los antibidticos: los componentes de
la matriz de SPE mantienen la estabilidad estructural de la biopelicula y actian como
barrera para varios antibiéticos (Hall y Mah, 2017; Goel y col., 2021). Las SPE pueden
disminuir la eficiencia de los antibidticos al inhibir su difusion, al formar complejos o
degradarlos con enzimas presentes en la matriz de la biopelicula (Hall y Mah, 2017;
Goel y col., 2021). 2) Tasa de crecimiento reducida: cuando un cultivo bacteriano se
muere por falta de nutrientes ralentiza su crecimiento (Hall y Mah, 2017; Goel y col.,
2021). La transicion de las bacterias de la fase logaritmica a la fase estacionaria se ha
relacionado con la susceptibilidad reducida a varios antibidticos, debido a que en el

intervalo de esas fases las comunidades de biopeliculas bacterianas se encuentran en
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supervivencia bajo estrés por antibiéticos. Sin embargo, al menos el 1% de las
bacterias que se encuentran en la fase estacionaria se vuelven tolerantes a los
antibiéticos (Hall y Mah, 2017; Goel y col., 2021). La tasa de crecimiento de las
bacterias se ve afectada por las diferencias en la disponibilidad de nutrientes y oxigeno
dentro de las biopeliculas, las bacterias de las capas mas profundas de la biopelicula
carecen de oxigeno en comparacion con las bacterias presentes en la capa superior
de biopelicula (Hall y Mah, 2017; Goel y col., 2021). Se sugiere que una tasa de
crecimiento bacteriano lento confiere tolerancia, ya que los antimicrobianos son mas
efectivos contra las células en crecimiento rapido, esto se debe a que las bacterias
que residen en lo profundo de la biopelicula experimentan una ausencia baja o total
de oxigeno, causando que el crecimiento bacteriano se detenga, lo que hace que los
antibidticos sean ineficaces (Hall y Mah, 2017; Goel y col., 2021). 3) Transferencia
horizontal de genes: este mecanismo de resistencia a los antibiéticos surge de la
adquisicidon horizontal de genes, por ejemplo, por conjugacion (Hall y Mah, 2017; Goel
y col., 2021). Al respecto, las biopeliculas son un microambiente que favorece este
proceso: alta densidad celular, acumulacion de elementos genéticos, presencia de

ADNe y absorcion de genes de resistencia (Hall y Mah, 2017; Goel y col., 2021).
4.3. Antecedentes
4.3.1. Plantas como fuente de compuestos antibiopelicula

Las plantas poseen una gran cantidad de compuestos con actividad
antimicrobiana, la actividad in vitro de algunos es comparable a los antibidticos
utilizados en clinica (Azuero y col., 2016). En la actualidad, extractos o compuestos de

plantas se utilizan para el tratamiento de diferentes enfermedades, especialmente en
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las que no existe un remedio adecuado (Azuero y col., 2016). El uso de muchas plantas
se basa en aspectos etnofarmacolégicos sin sustento cientifico (Azuero y col., 2016).
Por lo tanto, el estudio cientifico de las plantas medicinales es indispensable para
sustentar su uso tradicional, prevenir la toxicidad y para descubrir nuevos farmacos; el
conocimiento desarrollado esta encaminado al desarrollo de fitofarmacos en beneficio
a la comunidad por su menor costo, eficiencia y disponibilidad (Azuero y col., 2016).
Lo anterior es valido para un gran numero de plantas medicinales con actividad

antibacteriana (Azuero y col., 2016).

Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar metabolitos secundarios
(e.g., alcaloides, terpinas, polifenoles, flavonoides, resinas, fenoles, aceites
esenciales, entre otros) (Cuadro 2), un gran numero de ellos presenta actividad

antibacteriana y antibiopelicula (Domingo y Lopez-Brea, 2003; Goel y col., 2021).

Aunque la capacidad para inhibir bacterias se determina como la Concentracion
Minima Inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés), esto no corresponderia a la
concentracion que puede prevenir o erradicar las biopeliculas (Li y col., 2021). Sin
embargo, si la Concentracion Minima Inhibitoria de Biopeliculas (MBIC, por sus siglas
en inglés) de un agente antimicrobiano es significativamente mas alto que su MIC, esto
indicaria que el agente antimicrobiano solo tiene actividad bactericida, mientras que,
si el MBIC es mas bajo que el MIC, entonces la actividad antibiopelicula no es

bactericida y la accion bacteriostatica esta involucrada (Li y col., 2021).

Algunas plantas presentan buena capacidad antibiopelicula in vitro. El aceite

esencial de cilantro (Coriandrum sativum) inhibi6 la formacién de biopelicula en
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Cuadro 2. Metabolitos obtenidos de plantas que presentan actividad antimicrobiana.

Metabolito Compuesto Planta Actividad
. Thymus officinalis
Timol . General
(tomillo)
Fenoles simples _ Matricaria chamomilla S. aureus, S.
Acido antémico _ enterica serovar
(manzanilla) Typhimurium
Terpenoide Ocimum basilicum Salmonella
_ o Hypericum
Quinonas Hipericina perforatum VIH
(hipérico)
Quercus rubra (roble) Bacterias y virus
Eucalyptus globulus .
. Virus
Taninos (eucalipto)
Melissa officinalis
(melisa)
Matricaria chamomilla
Cumarinas _ Virus
(manzanilla)
. o _ Shigella, Vibrio, S.
Catequina Camellia sinensis
mutans
Flavonas o o ]
Isoflavona Millettia thonningii Schistosoma
Quercetina Quercus rubra (roble)
Erythroxylum coca .
Coca Cocos grampositivos
(coca)
o ) ] Hongos,
Alcaloides Piperina Piper nigrum ]
Lactobacillus
Mescalina Lophophora williamsii
General

(peyote)

Modificada de Domingo y Lépez-Brea (2003).
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Stenotropomonas maltophilia y Bacillus subtilis, registrandose la mayor actividad
contra S. maltophilia con valores MBICs=7.49 uL/mL y MBICg0=7.96 pL/mL
(Kacaniova y col., 2020). Donde MBICso0 es la concentracion inhibitoria media de la
formacion de biopelicula (Kacaniova y col., 2020). Emam y col. (2021) registraron la
actividad del extracto de partes aéreas de Lavandula coronopifolia (0.02-0.16 mg/mL)
contra la formacién de la biopelicula de P. aeruginosa; la inhibicién estuvo en el rango
de 17 a 38%. Por otra parte, extractos acuosos de hojas de Kalanchoe pinnata
inhibieron la formacion de biopeliculas de E. coli enteroagregativa (EAEC 042); la
inhibicién fue mayor a 50% a las concentraciones de 500 y 1000 yg/mL (Barboza y
col., 2016). Asimismo, el extracto metandlico de hojas de Graptopetalum
paraguayense (GP) inhibié la formacién de biopeliculas de MRSA hasta 50% a 1.6
mg/mL y hasta 90% a 2.5 mg/mL (Zaharieva y col., 2019). Los autores de este articulo
sugieren que la actividad antibiopelicula in vitro se debe a los metabolitos secundarios
(fenoles) presentes en el extracto. Por lo tanto, se requieren mas estudios para
identificar los compuestos responsables de la actividad antibiopelicula (Zaharieva y
col., 2019). Asimismo, Osman y col. (2022) reportaron que el extracto metandlico (al
85%) de flores de Kalanchoe laxiflora mostrd la mayor actividad antibiopelicula hacia

E. coli con una MBIC100 de 15.63 pg /mL.
4.3.2. Crassulaceae

La mayoria de las especies de la familia Crassulaceae son endémicas de México
y se considera la mas representativa del pais. Las crasulaceas se caracterizan por sus
hojas suculentas con gran capacidad para almacenar agua, permitiéndole

desarrollarse en las regiones aridas del pais, crecen habitualmente en zonas arenosas
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o0 montafiosas y entre las rocas (Toledo, 1988; Karwowska y col., 2015). Las plantas
Crassulaceae tienen metabolismo CAM (metabolismo acido de las crasulaceas, por
sus siglas en inglés), la familia incluye 35 géneros y aproximadamente 1,500 especies.
Basado en el numero de especies, los géneros mas importantes de crasulaceas son
Sedum spp., Crassula spp., Echeveria spp. y Kalanchoe spp. (Reyes-Santiago y col.,
2011; Eid y col., 2018). Es importante resaltar que varias especies de la familia
Crassulaceae presentan importantes actividades bioldgicas/farmacoldgicas: e.g.,
antioxidante, antihiperglucémico, antimicrobiana, antiulcerogénica, citotdxica,
anticancerigena, antiinflamatoria, antinociceptiva, hepatoprotectora, analgésica,
antiartritica, antipaludica, antimutagénica, insecticida, antitrombolitica, antihipertensiva
y miometrial. Ademas, las plantas Crassulaceae contienen una gran diversidad de
compuestos: e.g., fendlicos (flavonoides, taninos), esteroles, triterpenoides, alcaloides

y bufadiendlidos (Reyes-Santiago y col., 2011; Eid y col., 2018).
4.3.3. El género Echeveria

El género Echeveria (Crassulaceae) (Cuadro 3) cuenta aproximadamente con
127 especies y 83% de ellas se restringen exclusivamente al territorio mexicano. Las
especies de Echeveria son exclusivas de América, siendo México el centro de mayor
diversidad y endemismo. La mayoria de las especies se desarrollan mejor en las zonas

templadas del hemisferio norte (Reyes-Santiago y col., 2011).

Las especies de Echeveria se distribuyen en casi todos los estados de la
Republica Mexicana (Figura 2), mostrando preferencia por sitios con afloramientos

rocosos, riscos, laderas escarpadas, paredes mas o menos verticales de cafadas y
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Cuadro 3. Clasificacién taxonémica del género Echeveria.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Saxifragales
Familia Crassulaceae
Subfamilia Echeverioideae
Género Echeveria

Modificada de Reyes-Santiago y col. (2011).
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Figura 2. Distribucion del género Echeveria en México. Mapa ilustrativo representando
la distribucién de algunas especies de Echeveria. La mayoria de las especies de
Echeveria se distribuyen en el sureste del pais. Adaptada del Servicio Nacional de

Inspeccién y Certificacion de Semillas (2017).
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canones (Salgado-Gutiérrez, 2015). Las echeverias son plantas suculentas que tienen
la capacidad de almacenar agua en sus hojas en forma de jugos mucilaginosos,
principalmente durante los periodos de alta humedad (Salgado-Gutiérrez, 2015). Estas
plantas reciben diferentes nombres: por ejemplo, conchita, rueda de la fortuna, oreja
de burro, flor de piedra y siempreviva; segun la lengua indigena local reciben los
nombres de tememeétla en nahuatl, tikii en mixteco, lixmazketu’'ni en chontal de Oaxaca

y dobié en zapoteco (Reyes-Santiago y col., 2011).

Las principales especies de Echeveria spp. se usan como plantas de ornato y en
medicina tradicional (Reyes-Santiago y col.,, 2011). En la época navidefa son
utilizadas para decorar los nacimientos, desafortunadamente, cuando termina la época
son desechadas a la basura (Reyes-Santiago y col., 2011). Algunas especies de
Echeveria son cultivadas y muy apreciadas en jardineria dado su belleza, colores,
inflorescencia atractiva (flores) y durabilidad de las hojas dispuestas en rosetas. Estas
caracteristicas han permitido que en anos recientes su comercializacién se haya
convertido en una fuente importante de ingresos econémicos (Reyes-Santiago y col.,
2011). El uso de Echeveria spp. como plantas de ornato esta registrado en paises
como Inglaterra, Estados Unidos de Norteamérica, Alemania y recientemente en
Australia, Japén y Corea del Sur. Sin embargo, son escasos los viveros que cultivan y
producen estas especies para posteriormente venderlas, siendo preocupante que
México a pesar de contar con la mayor riqueza de especies en el género no se
encuentre en las listas de paises productores de echeverias, a pesar de contar con el
material bioldgico y el clima apropiado para su propagacion y cultivo (Reyes-Santiago

y col., 2011).
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Segun el Cdodice de la Cruz-Badiano, las echeverias se han utilizado en medicina
tradicional, desde la época prehispanica, para tratar diversos sintomas vy
padecimientos: e.g., dolor de cabeza, fiebre, heridas bucales, dolor de muela,
infecciones bacterianas y enfermedades gastrointestinales. Actualmente, indigenas de
la Mixteca oaxaquefia frotan sus dientes con hojas frescas de echeverias para

limpiarlos (Reyes-Santiago y col., 2011).
4.3.4 Actividades bioldgicas de especies de Echeveria

Aunque algunos géneros de la familia Crassulaceae han sido ampliamente
estudiados (e.g., Kalanchoe, Sedum, Bryophyllum), los estudios del género Echeveria
son escasos. Delgado y col. (1999) demostraron la efectividad del uso de infusiones
de E. gibbiflora para prevenir el embarazo, evaluaron el efecto de una fraccion
purificada del extracto acuoso crudo de E. gibbiflora en esperma de cobayo; mientras
un estudio de microscopia de fluorescencia demostré que el extracto dafa la
membrana de espermas humanos (Reyes y col., 2002). El extracto metandlico E.
leucotricha y dos de sus fracciones mostraron actividad antibacteriana (MIC = 20-200
pg/mL). La fraccion cloroférmica presento actividad antifungica, mientras que extractos
cloroférmicos y metandlicos tuvieron actividad antiparasitaria contra Leishmania
donovani (Martinez Ruiz y col., 2013). Por otro lado, Lira-De Ledén y col. (2014)
reportaron débil actividad antifungica del extracto metandlico de E. acutifolia contra

Fusarium solani.

En cuanto a especies de Echeveria de Sinaloa, nuestro grupo de investigacion
ha trabajado en la caracterizacion quimico-biolégica de tres especies (E. craigiana, E.

kimnachii y E. subrigida) reportando que los EM presentan buena actividad
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antioxidante evaluada por diferentes métodos (i.e., DPPH, ABTS, ORAC, decoloracion
de B-caroteno), fuerte actividad antimutagénica en el ensayo de Ames (S. enterica
serovar Typhimurium YG-1024, 1-nitropireno como mutageno), actividad inhibitoria de
a- glucosidasa mejor que acarbosa y actividad antibacteriana de relevancia clinica con
MICs menores a 100 pg/mL (Lépez-Angulo, 2016; Lépez-Angulo y col., 2019).
Asimismo, se demostrdé que extractos etandlicos de las mismas especies presentan

actividad adaptogénica in vivo e inmunomoduladora in vitro (Heredia-Mercado, 2015).

Las especies de Echeveria de Sinaloa destacan por su notable actividad
antibacteriana. Los EMs de E. craigiana, E. kimnachii y E. subrigida inhibieron el
crecimiento de cuatro cepas Gram positivas (S. aureus ATCC 29213, Streptococcus
grupo A-4 y S. aureus 3) y dos de las cuatro cepas Gram negativas (E. coli AO11y S.
dysenteriae) evaluadas, con MICs entre 15.63 y 1000 ug/mL. E. subrigida fue la mas
activa presentando MICs de relevancia clinica (< 100 ug/mL) (Lépez-Angulo y col.,
2019). El efecto antibacteriano reportado para especies de Echeveria, ubican al género
como fuente de metabolitos activos con potencial uso antibacteriano (Martinez Ruiz y
col., 2013; Lopez-Angulo y col., 2019). En otro estudio, los EMs de estas especies de
Echeveria mostraron actividad antibacteriana contra el aislado E. coli UTI-U7,
destacando nuevamente E. subrigida (MIC = 5 mg/mL), seguida de E. craigiana (MIC
= 25 mg/mL) y E. kimnachii (MIC = 50 mg/mL). El efecto del EM de E. subrigida se
asocia a la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, cumarinas y
taninos (Castafieda-Meléndrez y col., 2024). Ademas, estos EMs mostraron actividad
contra seis patotipos de E. coli diarreogénicas (DEP, por sus siglas en inglés):

enterotoxigénica (H10407), tipica enteropatogena (E2348/69), enteroagregativa (042),
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de adherencia difusa (C1845), enteroinvasiva (E11) y enterohemorragica (EDL933) a
concentraciones de 10 y 100 ug/mL tras 5 h de incubacion, alcanzando el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano a 100 pyg/mL (94.5 - 99.7 %).
Incubaciones por 24 h con 100 pg/ml de EMs de Echeveria mostraron que E. subrigida
tuvo el mejor efecto antibacteriano, considerandose el candidato mas prometedor para
eliminar las cepas DEP. Los compuestos identificados incluyen kaempferol-3-O-
glucésido en E. subrigida, galato de epigalocatequina en E. kimnachii y lupeol en E.
craigiana y E. kimnachii, los cuales han demostrado eficacia contra bacterias Gram

positivas y negativas (Olivas-Quintero y col., 2022).

Con respecto a especies de Echeveria de México, nuestro grupo de investigacion
reportdé que los EMs de 17 especies de Echeveria (E. acutifolia, E. agavoides, E.
amoena, E. colorata, E. derenbergii, E. difractens, E. elegans, E. gibbiflora, E.
gigantea, E. longissima, E. penduliflora, E. procera, E. pulvinata, E. racemosa, E.
secunda, E. shaviana y E. tencho) presentaron alta actividad antioxidante evaluada
por diferentes métodos (i.e., DPPH, ABTS, ORAC) (Beltran-Aguilar, 2020). La actividad
antimutagénica de los EMs fue fuerte en el ensayo de Ames, con porcentajes de
inhibicion de la mutagenicidad de 72.2 - 87.7% para 16 de las especies. Mientras que
en la actividad inhibitoria de a-glucosidasa (ICso, ug/mL), los valores de los EMs (16.9-
158.6) fueron hasta 230 veces menores que el de acarbosa (3894), excepto para E.

derenbergii que fue mayor (5779.5 ug/mL) (Beltran-Aguilar, 2020).

En otro estudio, Peinado-Beltran (2021) evalu¢ la actividad antibacteriana de los
EMs de las 17 especies de Echeveria estudiadas en nuestro laboratorio; 16 de las

cuales presentaron actividad antibacteriana al menos contra seis de las diez cepas
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evaluadas (MIC = 62.5 a 1000 pug/mL), resaltando el EM de E. secunda, el cual fue
activo contra todas las cepas evaluadas (S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC
29213, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus MRSA-1, P. aeruginosa ATCC 27853, E.
coli ATCC 25922, S. dysenteriae, S. enterica serovar Typhi, E. coliM51-3 'y E. coli 17-
UP) con MICs entre 62.5 a 1000 pg/mL. En contraste, E. derenbergii no presentd
actividad hasta la concentracion maxima probada. En general los EMs de las 16
especies de Echeveria presentaron mayor actividad contra las cepas Gram positivas,
destacando E. agavoides y E. amoena con MICs menores (62.5 ug/mL) (Peinado-
Beltran, 2021). Por otra parte, las cepas Gram negativas fueron mas resistentes ante
los EMs de las especies de Echeveria, siendo E. coli ATCC 25922 |la de mayor

sensibilidad (Peinado-Beltran, 2021).
4.3.5. Metabolitos secundarios en especies de Echeveria

Estudios fitoquimicos del género han reportado la presencia de fendlicos,
alcaloides, flavonoides, lactonas, polisacaridos en E. chihuahuensis (Alvardo-Chavez,
2017); alcaloides y taninos en E. venezuelensis (Stevens y col., 1995); triterpenos,
flavonoides, cardiotdnicos, lactonas, alcaloides, saponinas, antraquinonas y taninos en
E. leucotricha (Martinez Ruiz y col., 2013); asi como terpenos, flavonoides, taninos,
saponinas, cumarinas y antracénicos libres en las especies de Sinaloa (E. craigiana,
E. kimnachii y E. subrigida) (Lopez-Angulo y col., 2019). En cuanto a componentes
especificos, en las especies de Sinaloa se han identificado terpenos/esteroles (i.e.,
sitosterol, lupeol, germanicol, campesterol), flavonoides (i.e., glucésidos de quercetina,
isoramnetina y kaempferol) y taninos (dimeros a heptameros de proantocianidinas)

(Lépez-Angulo, 2016; Lopez-Angulo y col., 2019). También se han identificado en 17

28


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/lactone
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/anthraquinone

especies de Echeveria (E. acutifolia, E. agavoides, E. amoena, E. colorata, E.
derenbergii, E. diffractens, E. elegans, E. gibbiflora, E. gigantea, E. longissima, E.
penduliflora, E. procera, E. pulvinata, E. racemosa, E. secunda, E. shaviana y E.
tencho) acidos fendlicos (i.e., derivados de acidos hidroxibenzoicos), flavonoides (i.e.,
derivados de quercetina, isoramnetina, kaempferol, siringetina, laricitrina y miricetina)
y taninos (i.e., derivados de acido galico y proantocianidinas) (Beltran-Aguilar, 2020).
Los metabolitos mas comunes en las 17 especies de Echeveria fueron acido galico,
cianidin-O-hexoésido, miricetin-O-hexésido, petunidin-O-hexdsido, quercetin-O-

hexdsido y quercetin ramndsido (Beltran-Aguilar, 2020).
4.3.6. Algunas especies de Echeveria en México

Las especies de Echeveria se agrupan en diferentes series: E. agavoides se
agrupa a la serie Urceolatae, E. derenbergii a la serie Ciliatae y E. secunda a la serie
Secundae (Kimnach, 2003b). Cada serie se caracteriza por tener caracteristicas
morfolégicas especiales (e.g., tamafio, forma, grosor y/o color de hojas y tallos), con
distribucion geogréafica en diferentes regiones de México, crecen en diferentes
condiciones climatoldgicas, tanto climas muy frios como calidos y presentan una gran
variedad de formas y tamafios (Kimnach, 2003b; Reyes-Santiago y col., 2011; Reyes-

Santiago, 2014).
4.3.6.1. Echeveria agavoides

Planta glabra, lisa, sin tricomas o cerdas en la epidermis, con hojas ovaladas de color
verde oscuro con borde y puntas rojizas (Figura 3A). Posee un tallo corto, en forma
de roseta con pocas hojas, amontonadas (Reyes-Santiago, 2014). Tiene una
inflorescencia de tallo floral que mide hasta 40 cm de altura, habitualmente con dos
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ramas, donde surgen de tres a ocho flores de hasta 12 mm de largo, de color roja en
la parte de abajo y anaranjado en la de arriba; adentro amarillo mostaza (Reyes-
Santiago, 2014). Sus frutos son de tipo polifoliculo que se abren solos al madurar y
que contienen mas de 50 semillas cada uno (Reyes-Santiago, 2014). En cuanto a su
origen se han encontrado en Guanajuato, Hidalgo y San Luis Potosi (Reyes-Santiago,

2014).

E. agavoides presenta actividad antioxidante (umol ET/g EM) (ABTS = 4119.5,
DPPH = 2662.8, y ORAC = 562.0), antimutagénica (77.16%), inhibitoria de a-
glucosidasa (ICso = 33.7 pug/mL) y antibacteriana, resultando mas activa contra las
cepas Gram positivas (S. aureus ATCC 43300, S. aureus ATCC 29213 y E. faecalis
ATCC 29212) con MICs menores a 62.5 ug/mL (Beltran-Aguilar, 2020; Peinado-
Beltran, 2021). Entre sus componentes se han identificado flavonoides (quercetin
ramnosido, quercetin-O-hexdsido,  miricetin-O-pentésido,  laricitrin-O-HMG-0O-
hexdsido, isoramnetin-O-hexdsido y petunidin-O-hexdsido) y el tanino acido galico

(Beltran-Aguilar, 2020; Peinado-Beltran, 2021).

30



Figura 3. Especies de Echeveria: A) E. agavoides, B) E. derenbergii, C) E. secunda.

Tomada de National Gardening Association (2022).
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4.3.6.2. Echeveria derenbergii

Posee un tallo corto, ramificacion multiple, sus rosetas miden de 6 a 8 cm de
diametro (Kimnach, 2003a). Tiene hojas obovadas-cuneadas, mucronadas, 3 -4 x 2 —
2.5 cm, 3 - 5 mm de espesor, verde claro, mas o0 menos glauco, margenes y puntas a
menudo rojizas (Figura 3B). Presenta de dos a cuatro inflorescencias, cincino a 10
cm, simples, cada una con cinco o mas flores, pedicelos erectos a 12 mm (Kimnach,
2003a). Sus flores son sépalos ascendentes a extendidos, subequales; corola erecta,
miden de 12 - 15 mm de largo, amarilla, quillas y puntas rojizas (Kimnach, 2003a). Las
rosetas de E. derenbergii cultivadas pueden alcanzar un didmetro de mas de 10 cmy
crecer mas de lo que se describe en parrafos anteriores (Kimnach, 2003a). Se

encuentra distribuida en Oaxaca (Kimnach, 2003a).

Echeveria derenbergii presenta actividad antioxidante (umol ET/g EM; ABTS =
422.9, DPPH = 955.9 y ORAC = 1036.3), antimutagénica (81.27%) e inhibitoria de o-
glucosidasa (ICs0 = 5779.5 pg/mL), donde fue la unica especie con menor actividad
que el control positivo acarbosa (ICso 3.89 + 0.44 mg/mL) (Beltran-Aguilar, 2020).
Peinado-Beltran (2021) demostré que el extracto metandlico no presentd actividad
hasta la concentracion maxima probada (1000 ug/mL). Entre sus componentes se han
identificado  flavonoides derivados de kaempferol (e.g., kaempferol-O-
diacetilramndsido, kaempferol-O-ramnosil-O-(acetil) ramnoésido), quercetina
(quercetin-O-ramnosil-O-(diacetil) hexoxido y quercetin-O-cafeico) e isoramnetin-O-

(cumaroil) hexéxido (Beltran-Aguilar, 2020).
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4.3.6.3. Echeveria secunda

Posee un tallo generalmente menor a 5 cm de largo y de aproximadamente 1 cm
de diametro, ramificado (Kimnach, 2003b). Sus hojas son cuneadas-obovadas,
obtusas a truncadas, mucronadas, con margenes delgados a obtusos, de color azul
glauco (Figura 3C). El diametro de su roseta es de 5 - 10 (maximo 15) cm. Posee
inflorescencias en cincinos, 30 (maximo 40) cm, pedicelos 4 - 15 mm (Kimnach,
2003b). Sus flores presentan sépalos ascendentes y extendidos, corola pentagonal
con lados acanalados, 5 - 6 mm de diametro en la boca, de color rojo anaranjado a
rosa intenso (Kimnach, 2003b). Se distribuye en Puebla, Tlaxcala, Jalisco, Querétaro,

D.F, Estado de México (Kimnach, 2003b).

Echeveria secunda presenta actividad antioxidante (umol ET/g EM; ABTS =
4126.5, DPPH = 3607.6 y ORAC = 946.6), antimutagénica (86.87%), inhibitoria de a-
glucosidasa (ICso = 16.9 pug/mL) y antibacteriana (MICs entre 62.5 a 1000 ug/mL)
(Beltran-Aguilar, 2020; Peinado-Beltran, 2021). Cabe resaltar que E. secunda presenté
la mayor actividad antioxidante por el método ABTS y DPPH, ademas fue la mas activa
en la actividad inhibitoria de a-glucosidasa y en la actividad antibacteriana (Beltran-
Aguilar, 2020; Peinado-Beltran, 2021). Entre sus componentes se han identificado
flavonoides (miricetin-O-hexdsido, petunidin-O-hexdsido, quercetin-3-O-(ramnosil)-7-
O-HMG-hexosido, quercetin-O-hexdsido, quercetin-O-ramnosil-O-(diacetil) hexésido y
quercetin ramnosido) y taninos (galato de galocatequina y (epi)galocatequin-3-O-

galato) (Beltran-Aguilar, 2020; Peinado-Beltran, 2021).
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V. JUSTIFICACION

Actualmente, la resistencia bacteriana a los antibiéticos es un grave problema de
salud publica en el mundo. El desarrollo de la resistencia esta asociado al uso
inapropiado de antibiéticos y a la capacidad de las bacterias para formar biopeliculas,
entre otros factores. Las biopeliculas bacterianas constituyen un mecanismo de
resistencia y virulencia y contribuyen a una alta persistencia de las infecciones
bacterianas. Esto ha llevado a la existencia de cepas que son resistentes a los
antibioticos disponibles comercialmente, dificultando el tratamiento de las infecciones
que ocasionan. De esta manera, el desarrollo de alternativas terapéuticas es
importante para atender las infecciones emergentes asociadas a bacterias
multirresistentes. Al respecto, las plantas contienen un gran numero de compuestos
con actividad antibacteriana e inhibitoria de formacion de biopeliculas. En este sentido,
especies del género Echeveria han presentado estas dos actividades y se han
asociado con componentes quimicos (e.g., acidos fendlicos, flavonoides y taninos) que
presentan un amplio espectro de actividades bioldgicas. En particular, nuestro grupo
de trabajo ha demostrado distintas actividades bioldgicas (antioxidante,
antimutagénica e inhibitoria de a-glucosidasa) de 17 especies de Echeveria de México,
incluidas E. agavoides, E. derenbergii y E. secunda que presentaron valores altos de
actividad, destacando una actividad antibacteriana de relevancia clinica posiblemente
relacionada a su contenido de compuestos fendlicos. Al respecto, decidimos centrar
nuestro estudio en especies de Echeveria debido a las prometedoras actividades

bioldgicas observadas.
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VI. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de tres especies de Echeveria de México (E.
agavoides, E. derenbergii y E. secunda) afectan la formacion de biopeliculas
bacterianas y los componentes de la matriz extracelular (polisacaridos, proteinas y

ADNe).
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VII. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar la actividad de extractos metandlicos de tres especies de Echeveria (E.
agavoides, E. derenbergiiy E. secunda) de México contra la formacion de biopeliculas
bacterianas y los componentes de la matriz extracelular de biopeliculas (polisacaridos,

proteinas y ADNe).
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Evaluar la actividad antibiopelicula de extractos metandlicos de tres especies de
Echeveria en la inhibicion de la formacién y erradicacion de biopeliculas

bacterianas.

7.2.2. Determinar el efecto de extractos metandlicos de tres especies de Echeveria

sobre la actividad metabdlica en biopeliculas bacterianas.

7.2.3. Determinar el efecto de extractos metandlicos de tres especies de Echeveria en
la cantidad de componentes de la matriz extracelular de biopeliculas

(polisacaridos, proteinas y ADNe).
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Diseino experimental

Para cumplir con los objetivos propuestos se evalud la actividad antibiopelicula
del extracto metandlico (EM) de tres especies de Echeveria (E. agavoides, E.
derenbergii y E. secunda) de México (Figura 4). La evaluacién incluyo6 el efecto en la
inhibicion de la formacion de la biopelicula y de la erradicacién de la biopelicula ya
formada. Posteriormente, se determind el efecto de los EMs en la actividad metabdlica
de biopeliculas y se observé por microscopia su efecto. También, se determiné el
efecto de los EMs sobre la composicion de la matriz extracelular polimérica de

biopeliculas: polisacaridos, proteinas y ADN extracelular (ADNe).
8.2. Materiales
8.2.1. Material vegetal

Las especies de Echeveria (E. agavoides, E. derenbergii y E. secunda) fueron
obtenidas de viveros certificados por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) de diferentes estados del pais. Posteriormente fueron
transportadas al Laboratorio de Quimica de Productos Naturales y procesadas para su

analisis.
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Extractos metandlicos de Echeveria
(E. agavoides, E. derenbergiiy E. secunda)

Actividad antibiopelicula

-Inhibicion -Erradicacion

-Actividad metabdlica
-Microscopia optica de biopeliculas

-Determinacion de los componentes de la matriz
extracelular (polisacaridos, proteinas y ADNe)

Figura 4. Diagrama de flujo correspondiente al efecto del extracto metandlico de tres
especies Echeveria de México sobre la formacidn de biopeliculas bacterianas y sobre
los componentes de la matriz extracelular de biopeliculas (polisacaridos, proteinas y

ADNe).
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8.2.2. Material biolégico
8.2.2.1. Microorganismos

En la investigacion se utilizaron ocho bacterias patégenas humanas clasificadas

previamente con diferente capacidad de formacion de biopelicula.

Se emplearon cinco Gram positivas y tres Gram negativas, cuatro son cepas
control ATCC (S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 43300, P. aeruginosa ATCC
27853 y E. coli ATCC 25922) y cuatro de origen clinico (E. coli M51-3, MRSA-03,
MRSA-04, MRSA-05). Estas bacterias fueron proporcionadas por el cepario de la
Unidad de Investigaciones en Salud Publica “Dra Kaethe Willms”, Facultad de Ciencias

Quimico Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Sinaloa.
8.2.3. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron grado analitico. Se emplearon los siguientes
medios de cultivo: agar de tripticaseina y soya (TSA) y caldo de soya tripticaseina
(TSB) suplementado con 1% de glucosa. Los siguientes reactivos fueron obtenidos de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.): dimetilsulféxido (DMSO), cristal violeta, kit
XTT, solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés), NaCl,
isopropanol, fenol-acido sulfurico y reactivo de Bradford. Los solventes empleados
fueron metanol (MeOH), etanol y agua destilada. Se utilizO como medio de

resuspension agua libre de nucleasas.
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8.3. Metodologia
8.3.1. Elaboracién de harinas

Las hojas de las tres especies de Echeveria, provenientes de una poza de hojas
de diferentes plantas para cada especie, fueron congeladas a -70 °C y secadas por
liofilizacién (VirTis 25EL, VirTis Co. EE.UU.) (Lépez-Angulo, 2016). Las muestras
secas se molieron y tamizaron (malla no. 40). Las harinas fueron almacenadas en
bolsas de plastico, manteniéndolas a =20 °C protegidas de la luz hasta su utilizacion

(L6pez-Angulo, 2016).
8.3.2. Obtencion de extractos metandlicos

Los EMs fueron preparados a partir de harina de hojas liofilizadas de cada
especie. Las harinas de Echeveria fueron extraidas por maceracion con metanol (1:20
p/v, 3 dias) y agitacion constante (Lopez-Angulo, 2016). El solvente se elimind bajo
presiéon reducida a 40°C en un rotavapor (BUCHI Labortechnick AG, Suiza). Los
extractos secos correspondientes a cada especie de Echeveria se almacenaron a —20

°C protegidos de la luz hasta su uso (Lopez-Angulo, 2016).
8.3.3. Actividad antibiopelicula
8.3.3.1. Inhibicion de la formacion de biopeliculas

El potencial de inhibicion de formacion de biopeliculas de los extractos se evalud
a una serie de concentraciones menores al valor MIC determinado previamente
(Peinado-Beltran, 2021). En la evaluacion se empled el método de tincion con cristal
violeta en microplacas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Dolatabadi y col.,

2018). A partir de un cultivo bacteriano fresco (TSA/37°C/18-20h) se prepard una
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suspension bacteriana en solucién salina 0.85% pl/v, ajustando la turbidez al estandar
0.5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL) (Dolatabadi y col., 2018). A partir de esta
suspension se realizé una dilucién 1:100 con medio TSB + 1% glucosa para obtener
el indculo de prueba (1 x 108 UFC/mL). En cada pozo de la microplaca se colocaron
100 pL de extracto a diferentes concentraciones y se afadieron 100 uL del indculo
(Dolatabadi y col., 2018). Las microplacas se incubaron a 37°C por 24 h. Después de
la incubacién, se midio la densidad éptica (DO) de cada pozo a 620 nm para verificar
el crecimiento bacteriano. Las bacterias plancténicas se eliminaron por decantacion de
la placa y tres lavados con 250 puL de PBS (pH = 7.2, temperatura ambiente). Las
placas se secaron en posicion invertida a temperatura ambiente (15 min). Las bacterias
adheridas a la placa se fijaron con 150 yL de metanol por 15 min y se dejaron secar.
Posteriormente, se tifieron con 150 uL de cristal violeta al 1% por 15 min, el colorante
se retird con una micropipeta y el exceso se elimind con lavados con agua destilada
estéril. La microplaca se dejo secar por 15 min en posicién invertida; el colorante
adherido a la biopelicula se eluyé anadiendo suavemente 150 pL de etanol al 95% y
se mantuvo a temperatura ambiente por 30 min sin agitacion. Pasado el tiempo, se
midi6é la densidad éptica de cada pozo a 540 nm (Dolatabadi y col., 2018). Los
controles que se emplearon fueron los siguientes: de crecimiento, indéculo mas
solvente; blanco, medio mas EM; y esterilidad, medio mas solvente. Para cada
combinacion EM/cepa bacteriana se realizaron tres ensayos independientes con 4
réplicas por ensayo (Chaieb y col., 2011; Bazargani y Rohloff, 2016). Se calculé la
media de los valores de DO, se le resto el valor de DO del control blanco y se calculé

el porcentaje de inhibicion comparado con el control de crecimiento como
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DO control d imiento - DO t .
% de inhibicion = ———> S TECMIENTO THe X100 (Chaieb 'y col., 2011;

DO control de crecimiento

Bazargani y Rohloff, 2016).
8.3.3.2. Evaluacion de la erradicacion de biopeliculas

Para evaluar el efecto del extracto en una biopelicula formada, se produjo la
biopelicula bacteriana por 24 h a 37 °C en microplacas de 96 pozos como se describio
previamente, el contenido de los pozos se retird6 con ayuda de una micropipeta
(Dolatabadi y col., 2018). A la biopelicula formada se le afadié el extracto (100 uL) a
diferentes concentraciones y la microplaca se incub6 a 37 °C por 24 h. Se procedio al
lavado, tincién con cristal violeta y elucion de biopeliculas (Dolatabadi y col., 2018).
Para cada combinacion EM/biopelicula bacteriana se realizaron tres ensayos
independientes con 4 réplicas por ensayo. Se calcul6 la media de los valores de DO,
se le resto el valor de DO del control blanco de los valores de DO obtenidos y se calculd

el porcentaje de erradicacion comparado con el control de crecimiento como

o DO control d imiento - DO t .
% de erradicacion = —————° “°CTIEN0 T8 %100 (Mohammadi y col., 2019).

DO control de crecimiento

En este ensayo se utilizaron los mismos controles indicados en la seccion previa.
8.3.3.3. Actividad metabdlica en la inhibicion de formacion de biopeliculas

La actividad metabdlica de las biopeliculas formadas en ausencia y presencia de
los extractos se determin6é empleando el ensayo de reduccién XTT (2,3-bis-(2-metoxi-
4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) (Costa y col., 2017). Un vial de la
mezcla XTT-PMS 1% (5 mg) se reconstituyé en 5 mL de PBS 1% para obtener la
solucién a 1 mg/mL, la solucién se almacend a -20 °C hasta su uso. Se inici6é formando

las biopeliculas como se describié anteriormente y se lavaron 3 veces con 250 pL de
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PBS para eliminar las bacterias no adheridas (Costa y col., 2017). Los controles
empleados fueron de crecimiento (indculo mas solvente), blanco (medio mas extracto)
y de esterilidad (medio mas solvente). Después de secar, a cada pozo de la placa se
afiadieron 100 uL de PBS 1% y 20 uL de la solucion XTT-PMS 1%. Las placas fueron
incubadas en la oscuridad a 37 °C por 3 h y la absorbancia de la mezcla de reaccion
se ley6 a 492 nm (Costa y col., 2017). El porcentaje de inhibicion de la viabilidad de

biopeliculas se calculé con los valores medios de las lecturas de DO usando la

DO control de crecimiento - DO muestra

x100. Los

ecuacion % de inhibicioén de viabilidad = —
DO control de crecimiento

experimentos se realizaron en tres ensayos independientes con cuatro réplicas por

ensayo (Costa y col., 2017).
8.3.3.4. Actividad metabodlica en la erradicacion de biopeliculas

Para evaluar la actividad metabdlica en la erradicacion de biopeliculas, se
produjo la biopelicula bacteriana en microplacas de 96 pozos durante 24 h a 37 °C,
siguiendo el procedimiento descrito previamente, el contenido de los pozos se retird
con ayuda de una micropipeta (Dolatabadi y col., 2018). A la biopelicula formada se le
afiadieron 100 pL de extracto a diferentes concentraciones y la microplaca se incub6
nuevamente a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se procedié al lavado con PBS,
afiadiendo 100 pL de PBS 1% y 20 pL de la solucion XTT-PMS 1% a cada pozo, como
en la seccion previa (Costa y col., 2017). Las placas se incubaron en la oscuridad a 37
°C durante 3 h y la absorbancia de la mezcla de reaccion se leyo a 492 nm (Costa y
col., 2017). Se emplearon los mismos controles que en la metodologia de actividad
metabdlica en inhibicibn y los experimentos se realizaron en tres ensayos

independientes con cuatro réplicas por ensayo (Costa y col., 2017). El porcentaje de
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erradicacion de la viabilidad de biopeliculas se calculé con los valores medios de las

lecturas de DO utilizando Ila ecuacidon % de erradicacion de viabilidad =

DO control de crecimiento - DO muestra

x100 (Costa y col., 2017).

DO control de crecimiento

8.3.3.5. Microscopia Optica de biopeliculas

El efecto de los extractos sobre la inhibicidn y erradicaciéon de las biopeliculas
bacterianas se observd bajo un microscopio 6ptico. En el fondo de placas de
poliestireno de 24 pozos se colocaron cubreobjetos redondos de vidrio estériles, se
adicion6 medio TSB + 1% glucosa, algunos pozos tenian extracto y otros no, y se
inocularon con las cepas evaluadas (Ali y col., 2016; Kannappan y col., 2017; Qais y
col., 2019). Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C y las biopeliculas adheridas
a los cubreobjetos se sometieron al mismo proceso de lavado y tincion previamente
descrito. La visualizacion de las biopeliculas se hizo a 40X (Ali y col., 2016; Kannappan

y col., 2017; Qais y col., 2019).
8.3.4. Efecto del EM sobre la ECM de biopeliculas
8.3.4.1. Extraccion de la matriz extracelular polimérica de biopelicula

A partir de un cultivo bacteriano fresco (TSA/37°C/18-20 h) se prepard una
suspension bacteriana en solucion salina (0.85% pl/v), ajustando su turbidez al
estandar 0.5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL) (Chiba y col., 2015). Posteriormente,
para preparar el indculo de prueba (1 x 108 UFC/mL), en tubos cénicos (15 mL) se
mezclaron 9.9 mL de medio TSB + 1% glucosa con 0.1 mL de la suspensién bacteriana
(dilucién 1:100); la mezcla se incubd a 37°C/24 h sin agitacién, se centrifugd (6000

g/15 min/ 25°C), se descartd una parte del sobrenadante y el resto se transfirié a viales
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Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente, la mezcla se centrifugé nuevamente (8000 g/10
min/ 25°C) y el sobrenadante se descarté. Para extraer los componentes de la ECM
de biopelicula, la pastilla se resuspendié en 100 yL NaCl 1.5 M. Las suspensiones se
centrifugaron (5000 g/10 min/ 25°C) y los sobrenadantes se transfirieron a un nuevo

vial (1.5 mL) como fracciones de la ECM (Chiba y col., 2015).
8.3.4.2. Cuantificacion de polisacaridos

El contenido de polisacaridos en las fracciones de la ECM se determind por el
método colorimétrico de DuBois, empleando placas de microtitulacién de 96 pocillos
(Minich y col., 2022). Brevemente, 20 yL de muestra, 20 pyL de fenol al 5 % y 100 yL
de H2SO4 se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. El
desarrollo de color se midi6 en un lector de microplaca (Multiskan Bichromatic, Fisher

Scientific, USA) a 492 nm (Minich y col., 2022).
8.3.4.3. Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteinas en las fracciones de matriz extracelular se determiné
mediante el método de Bradford, empleando placas de microtitulacion de 96 pocillos
(Minich y col., 2022). En los pocillos se mezclaron 20 yL de ECM con 180 uL de
reactivo de tincion de Bradford (Bio- Rad). La mezcla se incubd durante 5 min y se
midié la absorbancia (595 nm) con un lector de microplaca (Multiskan Bichromatic,

Fisher Scientific, USA) (Minich y col., 2022).
8.3.4.4. Cuantificacion de ADNe
El ADNe se extrajo mediante una modificacion del procedimiento descrito por

Chiba y col. (2015). Para determinar la cantidad de ADNe extraido, el ADNe se purifico

45



de acuerdo con lo reportado por Green y Sambrook (2017) con algunas
modificaciones; volumenes iguales (90 pL) de ADNe e isopropanol frio (80%) se
mezclaron y la mezcla se almacend a -80 °C durante el fin de semana. Posteriormente,
la muestra se centrifugd (10 min/10000 rpm/4°C), se decantd cuidadosamente el
sobrenadante y la muestra se centrifugé nuevamente (10 min/10000 rpm/4°C) para
desechar el sobrenadante restante. La pastilla de ADNe se resuspendio en 10 uL de
agua libre de nucleasas (Green y Sambrook, 2017). La concentracion y pureza del
ADN purificado se determind espectrofotométricamente mediante la relacién de
absorbancia A2so/Az2s0 utilizando el equipo NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific)

(Chiba y col., 2015).
8.4. Analisis estadistico

Las mediciones se realizaron por cuadruplicado y se expresaron como la media
* |la desviacion estandar (SD). Los resultados se analizaron mediante ANOVA de dos
vias, utilizando el programa GraphPad Prism v. 8.1 (software GraphPad Prism®, Inc.,
EE. UU.). Siendo los factores y niveles los siguientes: ocho cepas (S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 43300, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922, E.
coli M51-3, MRSA-03, MRSA-04 y MRSA-05) y cuatro concentraciones de cada
extracto; las concentraciones varian y son menores al valor MIC de significancia, 1/2,
1/3 y 1/4. Las diferencias estadisticas se establecieron usando un nivel de significancia

o =0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. Evaluacion de la actividad antibiopelicula de extractos metandlicos de tres

especies de Echeveria de México
9.1.1. Inhibicién de la formacion de biopeliculas

Nuestro grupo de investigacion previamente determiné la MIC para los EMs de
tres especies de Echeveria de México: E. secunda, E. agavoides y E.derenbergii
(Peinado-Beltran, 2021) (Cuadro 4). En la inhibicién de formacién de biopeliculas se

evaluaron concentraciones inferiores a la MIC.
9.1.1.1. Echeveria secunda

El EM de E. secunda inhibi6é la formacion de biopeliculas de las cepas Gram
positivas de S. aureus, el efecto solo fue significativo a las dos concentraciones mas
altas (125 y 62.5 ug/mL) para las cepas ATCC 43300, 3R, 4R y 5R (% inhibicion =
46.80-88.65%) y en la cepa ATCC 25923 el efecto no fue significativo (Figura 5). Las
cepas de S. aureus son clasificadas como formadoras de biopelicula moderadas y
débiles. Por otro lado, el efecto del EM de E. secunda sobre las bacterias Gram
negativas dependid de la cepa: E. coli ATCC 25922 es formadora débil de biopelicula
y el EM indujo valores de inhibicién significativos (69.09-100%) (Figura 6A). El aislado
clinico E. coli M51-3 se clasifica como no formador de biopelicula y el EM de E.

secunda (500 ug/mL-125 ug/mL) mostré efecto inhibitorio (Figura 6B). En relacién con

la cepa P. aeruginosa ATCC 27853, la inhibicion se registré so6lo a 500 ug/mL y a
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Figura 5. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (125-15.625
pMg/mL) en la inhibicién de la formacion de biopelicula de cepas Gram positivas
Staphylococcus aureus. La grafica muestra la densidad éptica (DO), media £
desviacién estandar (SD) de tres experimentos independientes con cuatro
réplicas. * Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la
prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 6. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (1000-7.81 pg/mL) en
la inhibicion de la formacion de biopelicula de cepas Gram negativas: (A) Escherichia
coli ATCC 25922, (B) Escherichia coli M51-3 y (C) Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Las graficas muestran valores de densidad éptica (DO), media + desviacion
estandar (SD) de tres experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias

significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).

50



concentraciones menores se registré un incremento, en ambos casos el efecto fue no

significativo (Figura 6C).

La observacion microscépica (40X) de las biopeliculas corroboré los resultados
cuantitativos registrados en el EM de E. secunda (Figura 7 y 8). El efecto inhibitorio
del EM de E. secunda sobre la formacion de biopelicula con las cepas Gram positivas
de S. aureus incrementa a mayores concentraciones y disminuye a bajas
concentraciones del EM. En el caso, de las bacterias Gram negativas, en las cepas de
E. coli ATCC 25922 y M51-3 (débil y no formadora de biopelicula), el EM presenté un
leve efecto de inhibicion, por el contrario, el EM no presentd un efecto de inhibicién en

la cepa P. aeruginosa (formadora fuerte de biopelicula) (Figura 8).
9.1.1.2. Echeveria agavoides

El EM de E. agavoides inhibi6 la formacion de biopeliculas en las cepas Gram
positivas de S. aureus (clasificadas como moderadas y débil formadoras de
biopelicula). El efecto fue significativo en todas las concentraciones del EM evaluadas
(500-62.5 ug/mL) para las cepas 3R, 4R y 5R con un rango de inhibicion del 68.10 al
100% (Figura 9A). En la cepa de S. aureus ATCC 43300 el efecto del EM fue
significativo a las concentraciones de 62.5 pg/mL (71.49%) y 31.25 pug/mL (39.58%) y
en la cepa ATCC 25923 el efecto solo fue significativo a la concentracion mas alta

.5 ug/mL) con un porcentaje de inhibicion del 89.21% (Figura 9B).
(62.5 pg/mL) je de inhibicion del 89.21% (Fi 9B)

En relacion con las cepas Gram negativas, el efecto inhibitorio del EM sobre E.
coli ATCC 25922 (formador débil de biopelicula) resulté estadisticamente significativo

a todas las concentraciones (62.5 - 7.81 ug/mL) con un porcentaje de inhibicion que
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Figura 7. Cubreobjetos mostrando el efecto del EM de Echeveria secunda en la

inhibiciéon de formacién de biopeliculas bacterianas.
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Figura 8. Microscopia 6ptica (40X) del efecto del EM de E. secunda en la inhibicion de

formacion de biopeliculas bacterianas (Microscopio Carl Zeiss modelo Primostar).
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Figura 9. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (500-7.81
pg/mL) en la inhibicién de la formacion de biopelicula de cepas Gram positivas:
(A) Staphylococcus aureus (3R, 4R y 5R) y (B) Staphylococcus aureus (ATCC
43300 y ATCC 25923). Las graficas muestran valores de densidad 6ptica (DO),
media = desviacidn estandar (SD) de tres experimentos independientes con
cuatro réplicas. *Diferencias significativas respecto al grupo control (CC),
aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 10. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (1000-7.81 ug/mL)
en la inhibicion de la formacién de biopelicula de cepas Gram negativas: (A)
Escherichia coli ATCC 25922, (B) Escherichia coli M51-3 y (C) Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Las graficas muestran valores de densidad optica (DO),
media * desviacion estandar (SD) de tres experimentos independientes con cuatro
réplicas. * Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba
de Dunnett (P < 0.05).
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oscilé entre 77.96 y 93.76% (Figura 10A). Para el caso de P. aeruginosa (clasificada
como formadora fuerte de biopelicula), el EM no inhibi6 a ninguna de las
concentraciones evaluadas, registrandose un aumento estadisticamente significativo
a la concentracion de 125 ug/mL (Figura 10C). Por otra parte, el efecto inhibitorio del
EM sobre la cepa E. coli M51-3 se registr6 a la concentracion de 500-125 pg/mL

aunque no resulté significativo (Figura 10B).

Los resultados obtenidos por el método de tincion con cristal violeta en
microplaca fueron corroborados al observar los cubreobjetos bajo el microscopio éptico
(Figura 11 y 12). El efecto en la formacion de biopelicula de S. aureus (Gram positiva)
del EM de E. agavoides fue inhibitorio a altas concentraciones y estimulatorio a bajas
concentraciones. Este comportamiento se registré para las cepas ATCC 43300, 3R,
4R y 5R que comparten el ser MRSA, en contraste con la cepa ATCC 25923 (no es
MRSA) (Figura 12). Este extracto present6 un ligero efecto inhibitorio sobre E. coli
(débil y no formadoras de biopeliculas). El efecto del EM sobre la cepa E. coli M51-3
fue mas notorio en las concentraciones de 500, 250 y 125 ug/mL al compararlo con el
control de crecimiento. En el caso de P. aeruginosa (formadora fuerte de biopelicula),
el EM de E. agavoides estimulé la formacidon de biopelicula en todas las

concentraciones probadas, aunque no se registré diferencia con el control (Figura 12).
9.1.1.3. Echeveria derenbergii

El EM de E. derenbergii inhibié la formacion de biopeliculas de las cepas Gram
positivas S. aureus 3R, 4R y 5R; registrandose efecto significativo solo para las cepas

3Ry 5R. Para 3R, la inhibicién fue significativa a todas las concentraciones del EM
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Figura 11. Cubreobjetos mostrando el efecto del EM de Echeveria agavoides en

la inhibicion de formacion de biopeliculas bacterianas.
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Figura 12. Microscopia éptica (40X) del efecto del EM de E. agavoides en la inhibicidon

de formacion de biopeliculas bacterianas (Microscopio Carl Zeiss modelo Primostar).
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Figura 13. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (1000-125
pug/mL) en la inhibicién de la formacion de biopelicula de cepas Gram positivas
Staphylococcus aureus. La grafica muestra valores de densidad o6ptica (DO),
media + desviacion estandar (SD) de tres experimentos independientes con
cuatro réplicas. *Diferencias significativas respecto al grupo control (CC),
aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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(1000-125 pg/mL) con valores de 38.63 al 52.52%. En lo que respecta a la 5R, la
inhibicién (32.43-46.34%) fue significativa solo a las concentraciones mas altas (1000—
250 ug/mL). En contraste, el EM de E. derenbergii no presenté efecto inhibitorio sobre

S. aureus ATCC 25923 (Figura 13).

En las bacterias Gram negativas, el EM de E. derenbergii (1000-125 ug/mL)
presentd un efecto inhibitorio no significativo en la formacién de biopelicula de E. coli
ATCC 25922 y M51-3 (Figura 14). Por otro lado, el EM (1000 pug/mL) incremento

significativamente la biopelicula formada por P. aeruginosa (Figura 14).

La observaciéon microscopica del efecto del EM de E. derenbergii sobre la
formacion de biopelicula corresponde a lo obtenido en el método de tincién con cristal
violeta, mostrando a altas concentraciones un ligero efecto inhibitorio en la formacion
de biopeliculas en las cepas S. aureus (ATCC 43300, 3R, 4R y 5R). Por su parte, S.
aureus ATCC 25923 (formadora moderada de biopelicula) no fue afectado por el EM.
En el caso de las bacterias Gram negativas E. coli (ATCC 25922 y M51-3), el EM
presento un leve efecto de inhibicién. En cambio, P. aeruginosa (formadora fuerte de
biopelicula) no presentd diferencia con el control por su incremento de formacién de

biopelicula en todas las concentraciones evaluadas del EM (Figura 15y 16).
9.1.2. Erradicacion de biopelicula

Las concentraciones de los tres EMs de Echeveria evaluadas para erradicar una
biopelicula formada fueron el doble de las establecidas en la inhibicion de formacién

de biopelicula.
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Figura 14. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (1000-125
Mg/mL) en la inhibicion de la formacion de biopelicula de cepas Gram negativas
(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa). La grafica muestra valores de
densidad optica (DO), media £ desviacion estandar (SD) de tres experimentos
independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas respecto al grupo

control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 15. Cubreobjetos mostrando el efecto del EM de Echeveria

derenbergii en la inhibicién de formacion de biopeliculas bacterianas.
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Figura 16. Microscopia 6ptica (40X) del efecto del EM de E. derenbergii en la inhibicion
de formacion de biopeliculas bacterianas (Microscopio Carl Zeiss modelo Primostar).
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Figura 17. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (250-31.25
Mg/mL) en la erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas
Staphylococcus aureus. La grafica muestra valores de densidad optica (DO),
media + DS de tres experimentos independientes con cuatro réplicas.
* Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de
Dunnett (P < 0.05).
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9.1.2.1. Echeveria secunda

El EM de E secunda no tuvo efecto en la erradicaciéon de biopeliculas de las cepas
Gram positivas de S. aureus (P > 0.05) (Figura 17), aunque se registraron
disminuciones en las biopeliculas del 6.87 a 75.19% en las evaluaciones a 125y 62.5
Mg/mL excepto para la cepa ATCC 43300. En las evaluaciones a 250 y 31.25 ug/mL
del EM se registré un incremento en la formacion de biopelicula, resultando

significativo para la cepa ATCC 43300 a 250 ng/mL (Figura 17).

Analizando el efecto del EM de E. secunda en la erradicacién de biopeliculas de
bacterias Gram negativas, todas las concentraciones del EM disminuyeron la
biopelicula de E. coli ATCC 25922 (P < 0.05), cepa clasificada como formadora débil
de biopelicula (Figura 18A); mientras que para E. coli M51-3 se registré disminucion
significativa s6lo a 1000 ug/mL (Figura 18B). En contraste, el EM de E. secunda no
erradicé la biopelicula preformada de P. aeruginosa ATCC 27853 (formadora fuerte de
biopelicula) y mostré una tendencia a incrementar la formacion de biopelicula a todas

las concentraciones evaluadas (Figura 18C).

Aunado a lo anterior, las observaciones al microscopio optico confirmaron que el
EM de E. secunda carece de efecto de erradicacion de biopeliculas de las cepas Gram
positivas de S. aureus y Gram negativa (P. aeruginosa ATCC 27853) (Figura 19 y 20).
El EM presentd un ligero efecto de erradicacion sobre las cepas E. coli (ATCC 25922
y M51-3) (Figura 20). Al respecto, los cubreobjetos con las biopeliculas Gram
negativas (E. coli y P. aeruginosa) mostraron partes mas intensamente tefiidas, esto

se asocio a que durante los lavados parte de la biopelicula formada se rompio y fue
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Figura 18. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (2000-15.625 ug/mL)
en la erradicacion de la biopelicula de cepas Gram negativas: (A) Escherichia coli
ATCC 25922, (B) Escherichia coliM51-3 y (C) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Las graficas muestran valores de densidad optica (DO), media + DS de tres
experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas respecto
al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 19. Cubreobjetos mostrando el efecto del EM de E. secunda en la

erradicacion de biopeliculas bacterianas preformadas.
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Figura 20. Microscopia 6ptica (40X) del efecto del EM de E. secunda en la erradicacion

de las biopeliculas bacterianas (Microscopio Carl Zeiss modelo Primostar).
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eliminada, situacion que también contribuye a una mayor variabilidad en la
cuantificacion. Observacion que también aplica para las otras cepas bacterianas

evaluadas (Figura 19, 23 y 27).
9.1.2.2. Echeveria agavoides

El EM de E. agavoides no erradicé la biopelicula preformada de las cepas de S.
aureus 3R, 4R y 5R (formadoras moderadas de biopelicula); al contrario, favorecio su
formacion, registrando diferencias significativas a las concentraciones mas altas (250-
1000 ng/mL) (Figura 21A). En las cepas de S. aureus ATCC 43300 (formadora débil
de biopelicula) y ATCC 25923 (formadora moderada de biopelicula), el EM mostr6 una
tendencia a erradicar la biopelicula, excepto a 125 ug/mL para la cepa ATCC 43300

(formador débil de biopelicula) (Figura 21B).

Con respecto a las cepas Gram negativas, el EM de E. agavoides mostré un
efecto de erradicacion de biopelicula en las cepas E. coli ATCC 25922 y M51-3, el
efecto fue significativo para la cepa ATCC 25922 (formadora débil de biopelicula) a
todas las concentraciones (125-15.625 ug/mL), alcanzando un porcentaje de
erradicacion de 72.45 a 100% (Figura 22A). En lo que respecta a la cepa M51-3 (no
formadora de biopelicula), el efecto fue significativo a las concentraciones 500 y 250
pg/mL (% erradicacion = 40.36-83.18%) (Figura 22B). En relacion con la cepa P.
aeruginosa ATCC 27853 (formadora fuerte de biopelicula), el EM no erradicé la
biopelicula preformada a las concentraciones evaluadas (250-31.25 pg/mL),
incrementandose la formacién de biopelicula y alcanzando valores significativamente

diferentes a 250 y 125 ug/mL (Figura 22C).
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Figura 21. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (1000-
15.625 ug/mL) en la erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas:
(A) Staphylococcus aureus (3R, 4Ry 5R) y (B) Staphylococcus aureus (ATCC
43300 y ATCC 25923). Las graficas muestran valores de densidad optica
(DO), media + DS de tres experimentos independientes con cuatro réplicas.
* Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba
de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 22. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (2000-15.625
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al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 23. Cubreobjetos mostrando el efecto del EM de E. agavoides en la

erradicacion de biopeliculas bacterianas preformadas.
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Figura 24. Microscopia Optica (40X) del efecto del EM de E. agavoides en la
erradicacion de las biopeliculas bacterianas (Microscopio Carl Zeiss modelo Primostar).
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Los resultados cualitativos observados por microscopia éptica concuerdan con lo
obtenido en el método de tincidén con cristal violeta. El EM de E. agavoides no mostrd
un efecto de erradicacién de biopeliculas en las cepas de S. aureus (3R, 4Ry 5R) y P.
aeruginosa (Figura 23 y 24). Se observa una tendencia a erradicar la biopelicula en la
cepade S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922. En el caso de S. aureus ATCC
43300 no se aprecia un efecto del EM en la erradicacion de biopelicula comparado con
el control, este resultado difiere al obtenido en las lecturas de densidad de biopelicula

en la erradicacion (Figura 21A y 24).
9.1.2.3. Echeveria derenbergii

Las cepas Gram positivas de S. aureus (moderadas y débiles formadoras de
biopelicula) mostraron una tendencia de incremento en la formacién de biopelicula a
concentraciones altas del EM de E. derenbergii, mientras que a bajas concentraciones
se presentd un efecto de erradicacion (7.60-37.64%). El porcentaje de erradicacion fue
significativo a 250 ug/mL para la cepa ATCC 43300 (37.64%) y 4R (28.74%); mientras
qgue incrementos significativos se registraron para la cepa 5R a 2000 ug/mL y para la

cepa ATCC 25923 a 2000 y 1000 pg/mL (Figura 25).

Por otra parte, el EM de E. derenbergii presenté un efecto de erradicacion de
biopelicula en las cepas Gram negativas. El efecto fue estadisticamente significativo a
la concentracion mas baja (250 ug/mL) en la cepa débil formadora de biopelicula E.
coli ATCC 25922 (% erradicaciéon = 95.39%) y no formadora de biopelicula E. coli M51-

3 (% erradicacion = 91.20%). En la cepa P. aeruginosa ATCC 27853 (formadora fuerte
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Figura 25. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (2000-250
Mg/mL) en la erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas
Staphylococcus aureus. La grafica muestra valores de densidad optica (DO),
media + DS de tres experimentos independientes con cuatro réplicas.
* Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de
Dunnett (P < 0.05).
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de biopelicula), el efecto fue significativo en las concentraciones de 2000, 1000 y 500

ug/mL con un rango de erradicacion de 19.74 a 58.56% (Figura 26).

El efecto de erradicacion de biopelicula del EM de E. derenbergii se corrobord
mediante microscopia oOptica (Figura 27 y 28). Se observé un incremento en la
formacion de biopelicula a mayor concentracion del EM, mientras que a menor
concentracion se apreciaba un efecto de erradicacion en las cepas Gram positivas de
S. aureus. En las cepas Gram negativas, el EM presento un leve efecto de erradicacion
en las biopeliculas de E. coli (ATCC 25922 y M51-3). Con respecto a P. aeruginosa
ATCC 27853, los resultados no coincidieron con los obtenidos en el método de tincion
con cristal violeta en microplacas (Figura 26); en la microscopia éptica no se aprecia

un efecto del EM en la erradicacion de biopelicula (Figura 28).
9.1.3. Actividad metabdlica en la inhibicion de formacion de biopelicula

La inhibicién de formacion de biopelicula se evalué mediante el método de tincién
con cristal violeta que mide la cantidad de biomasa de la biopelicula, mientras que en
la evaluacion de la actividad metabdlica se empled el reactivo XTT como indicador de
la viabilidad celular de la biopelicula. Dado que ambos ensayos proporcionan
informacion diferente, se espera que su relacion refleje la cantidad de actividad

metabdlica por unidad de biomasa, segun lo detectado por el ensayo de cristal violeta.
9.1.3.1. Echeveria secunda

En la evaluacion de actividad metabdlica de cepas Gram positivas tratadas con
el EM de E. secunda en el ensayo de inhibicion de formacién de biopeliculas, el EM

(125-31.25 pg/mL) redujo significativamente la viabilidad de las cepas S. aureus 3R,
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Figura 26. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (2000-250
pMg/mL) en la erradicacion de la biopelicula de cepas Gram negativas (Escherichia
coliy Pseudomonas aeruginosa). La grafica muestra valores de densidad 6ptica
(DO), media + DS de tres experimentos independientes con cuatro réplicas.
* Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de
Dunnett (P < 0.05).
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Figura 27. Cubreobjetos mostrando el efecto del EM de E. derenbergii en la

erradicacion de biopeliculas bacterianas preformadas.
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Figura 28. Microscopia optica (40X) del efecto del EM de E. derenbergii en la
erradicacion de las biopeliculas bacterianas (Microscopio Carl Zeiss modelo Primostar).

79



4Ry 5R (% inhibicién = 80.28-99.83%), mientras que la disminucién no fue significativa

para las cepas ATCC 43300 y ATCC 25923 (Figura 29).

En relacion con las cepas Gram negativas, la cepa E. coli ATCC 25922 tratada
con el EM (62.5-7.81 ug/mL) no presento viabilidad celular; para la cepa E. coli M51-3
ocurrié lo mismo a 500 y 125 ug/mL (Figura 30A) y se registraron disminuciones
significativas a 1000 pg/mL (66.41%) y 250 ug/mL (84.46%) (Figura 30B). En el caso
de P. aeruginosa ATCC 27853, su viabilidad disminuy6 significativamente (45.63-

96.63%) a todas las concentraciones del EM (500-62.5 pg/mL) (Figura 30C).
9.1.3.2. Echeveria agavoides

El tratamiento de los aislados de S. aureus 3R, 4R y 5R con el EM de E.
agavoides (500-62.5 ug/mL) disminuyé significativamente la actividad metabdlica
(81.65-100%) (Figura 31A). En las cepas de S. aureus ATCC 43300 y 25923, el EM
(62.5-7.81 pg/mL) también disminuyé significativamente su actividad metabdlica

(74.12-100%) (Figura 31B).

En las cepas Gram negativas, el EM de E. agavoides evaluado a 62.5-7.81 ug/mL
disminuyo totalmente la actividad metabdlica de E. coli ATCC 25922 a excepcién de la
concentracion 15.625 pyg/mL (86.98%) (Figura 32A), mientras que el tratamiento con
1000-125 pg/mL indujo una disminucion significativa (97.31-100%) en E. coli M51-3
(Figura 32B). En contraste, el EM no afectdé a P. aeruginosa ATCC 27853,
registrandose una disminucién no significativa a la menor concentracién (15.625

pg/mL) (Figura 32C).
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Figura 29. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (125-15.625
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
inhibicién de la formacién de biopelicula de cepas Gram positivas Staphylococcus
aureus. La grafica muestra la densidad éptica (DO), media + desviacion estandar
(SD) de tres experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias
significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P <
0.05).
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Figura 30. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (1000-7.81 ug/mL)
sobre la actividad metabolica en la biopelicula obtenida en ensayo de inhibicion de la
formacion de biopelicula de cepas Gram negativas: (A) Escherichia coli ATCC 25922,
(B) Escherichia coliM51-3 y (C) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Las graficas
muestran valores de densidad 6ptica (DO), media + desviacién estandar (SD) de tres
experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas respecto

al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 31. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (500-7.81 pg/mL)
sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de inhibicion de la
formacion de biopelicula de cepas Gram positivas: (A) Staphylococcus aureus (3R, 4Ry
5R) y (B) Staphylococcus aureus (ATCC 43300 y ATCC 25923). Las graficas muestran
valores de densidad 6ptica (DO), media + desviacion estandar (SD) de tres experimentos
independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas respecto al grupo control
(CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 32. Efecto del extracto

muestran valores de densidad

metandlico de Echeveria agavoides (1000-7.81 ug/mL)
sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de inhibicion de la
formacion de biopelicula de cepas Gram negativas: (A) Escherichia coli ATCC 25922,
(B) Escherichia coli M51-3 y (C) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Las graficas
optica (DO), media + desviacion estandar (SD) de tres
experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas respecto

al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).

84



9.1.3.3. Echeveria derenbergii

El EM de E. derenbergii disminuyd la actividad metabdlica para algunas cepas de
S. aureus y sélo a algunas concentraciones (cepa/concentracion/% de inhibicién):
3R/1000-250 pg/mL/29.22-87.82%, 4R/ 1000 y 250 pg/mL/ 84.11y 24.54% y 5R/ 1000
y 500 pg/mL/ 81.19 y 22.25%. En contraste, el EM no afectd significativamente la

actividad metabdlica de las cepas ATCC 43300 y 25923 (Figura 33).

El EM de E. derenbergii no afectd significativamente la actividad metabdlica de
las cepas Gram negativas, registrandose disminucion a todas las concentraciones para

las cepas de E. coliy a 500-125 ug/mL para P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 34).
9.1.4. Actividad metabdlica en la erradicaciéon de biopelicula
9.1.4.1. Echeveria secunda

En los experimentos del efecto del EM de E. secunda sobre la erradicacion de
biopelicula, el tratamiento con 250 uyg/mL aumenté significativamente la viabilidad de
S. aureus con respecto al control correspondiente, excepto para S. aureus 5R. En
general, todas las concentraciones (250-31.25 ug/mL) incrementaron la viabilidad de
S. aureus 3R, mientras que para el aislado 5R no se vio afectado. En las bacterias S.
aureus ATCC (43300 y 25923) y 4R, bajas concentraciones del EM disminuyeron no

significativamente la viabilidad (Figura 35).
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Figura 33. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (1000-125
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
inhibicién de la formacién de biopelicula de cepas Gram positivas Staphylococcus
aureus. La grafica muestra valores de densidad éptica (DO), media + desviacién
estandar (SD) de tres experimentos independientes con cuatro réplicas.
* Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de
Dunnett (P < 0.05).
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Figura 34. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (1000-125
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
inhibicion de la formacién de biopelicula de cepas Gram negativas (Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa). La grafica muestra valores de densidad 6ptica
(DO), media + desviacion estandar (SD) de tres experimentos independientes con
cuatro réplicas. *Diferencias significativas respecto al grupo control (CC),

aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 35. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (250-31.25
Mg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas Staphylococcus aureus.
La grafica muestra la densidad 6ptica (DO), media + desviacion estandar (SD) de
tres experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas

respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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En cuanto a las cepas Gram negativas, el EM de E. secunda (125-15.625 ug/mL)
disminuy® significativamente la viabilidad de E. coli ATCC 25922 (77.22-100%) (Figura
36A); mientras que para E. coli M51-3 se registré disminucion significativa a las
concentraciones mas bajas: 1000 pg/mL (70.56%), 500 pg/mL (62.45%) y 250 pg/mL
(78.02%) (Figura 36B). En el caso de P. aeruginosa ATCC 27853, el EM de E.

secunda no afecto significativamente su viabilidad (Figura 36C).
9.1.4.2. Echeveria agavoides

En el experimento del efecto del EM de E. agavoides en la erradicacion de
biopelicula de S. aureus, en general, la viabilidad de las bacterias tratadas fue mayor
que la del control, registrandose diferencias significativas en los tratamientos a las
concentraciones mayores. El incremento significativo en viabilidad de las bacterias
tratadas con el EM a 1000-250 pg/mL estuvo en el rango de 1.1 a 4.7 veces mayor al
control para los aislados clinicos de S. aureus 3R, 4R y 5R; mientras que para las
cepas ATCC solo se registré a 125 ug/mL, 2.5 veces para la 43300 y 1 vez para la

25923 (Figuras 37A y 37B).

En el caso de las cepas Gram negativas, el EM de E. agavoides disminuyo la
viabilidad de E. coli, registrandose diferencias significativas solo a las concentraciones
menores. Los valores de viabilidad para E. coli ATCC 25922 tratadas con el EM fueron:
58.38% a 62.5 ug/mL, 50.63% a 31.25 pg/mL y 50.18% a 15.625 ug/mL (Figura 38A);
mientras que para E. coli M51-3 fueron 65.49% a 500 uyg/mL y 75.81% a 250 pg/mL
(Figura 38B). En contraste, el EM de E. agavoides (250-31.25 ug/mL) indujo un

aumento no significativo en la viabilidad de P. aeruginosa ATCC 27853 (Figura 38C).
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Figura 36. Efecto del extracto metandlico de Echeveria secunda (2000-15.625 ug/mL)
sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de erradicacién de
la biopelicula de cepas Gram negativas: (A) Escherichia coli ATCC 25922, (B)
Escherichia coli M51-3 y (C) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Las graficas
muestran valores de densidad optica (DO), media + desviacidén estandar (SD) de tres
experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas respecto
al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 37. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (1000-15.62
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas: (A) Staphylococcus aureus
(B8R, 4R y 5R) y (B) Staphylococcus aureus (ATCC 43300 y ATCC 25923). Las
graficas muestran valores de densidad éptica (DO), media + desviacion estandar
(SD) de tres experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias
significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P <

0.05).
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Figura 38. Efecto del extracto metandlico de Echeveria agavoides (2000-15.625
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
erradicacion de la biopelicula de cepas Gram negativas: (A) Escherichia coli ATCC
25922, (B) Escherichia coli M51-3 y (C) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Las
graficas muestran valores de densidad optica (DO), media + desviacion estandar (SD)
de tres experimentos independientes con cuatro réplicas. * Diferencias significativas
respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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9.1.4.3. Echeveria derenbergii

La evaluacién del efecto del EM de E. derenbergii sobre la actividad metabdlica
de S. aureus, en el experimento de erradicacion de biopelicula, mostré una tendencia
a un aumento en la viabilidad, registrandose diferencia significativa solo en los

tratamientos de S. aureus 4R con 1000 y 500 ug/mL del EM (Figura 39).

En las cepas Gram negativas, el EM de E. derenbergii (2000-250 ug/mL)
disminuy6 la viabilidad celular. La disminucién en la viabilidad fue significativa solo
para ciertas concentraciones: en E. coli ATCC 25922 tratada con 1000 pug/mL alcanzé
100% y con 250 pg/mL 99.19%; en E. coli M51-3 tratada con 250 pg/mL fue del 100%;
y en P. aeruginosa ATCC 27853 tratada a todas las concentraciones del EM (1000-

250 pg/mL) alcanzo del 27.91 al 63.44% (Figura 40).

9.2. Efecto del EM sobre la ECM de biopelicula

Para una mayor comprension del efecto de los EM de Echeveria en la inhibicidn
de la formacion de biopelicula de cepas Gram positivas y Gram negativas, en las
bacterias tratadas con el EM se determin6 la composicion de la matriz extracelular
polimérica de la biopelicula cuantificando el contenido de polisacaridos, proteinas y
ADNe. La seleccion de los EM, sus concentraciones y las cepas se realizo
considerando el porcentaje de inhibicion en la formacion de biopelicula causado por el
EM en cada cepa, por consiguiente, se seleccionaron los extractos metandlicos de E.
secunda y E. agavoides (Cuadro 5). En este enfoque se permitié que las biopeliculas

se formaran antes de extraer y observar la matriz extracelular polimérica de cada
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Figura 39. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (2000-250
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
erradicacion de la biopelicula de cepas Gram positivas Staphylococcus aureus. La
grafica muestra la densidad optica (DO), media + desviacion estandar (SD) de tres
experimentos independientes con cuatro réplicas. *Diferencias significativas

respecto al grupo control (CC), aplicando la prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Figura 40. Efecto del extracto metandlico de Echeveria derenbergii (2000-250
pMg/mL) sobre la actividad metabdlica en la biopelicula obtenida en ensayo de
erradicacion de la biopelicula de cepas Gram negativas (Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa). La grafica muestra valores de densidad 6ptica (DO),
media * desviacion estandar (SD) de tres experimentos independientes con cuatro
réplicas. * Diferencias significativas respecto al grupo control (CC), aplicando la
prueba de Dunnett (P < 0.05).
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Cuadro 5. Porcentaje de inhibicién de formacién de biopelicula de cepas Gram
positivas y Gram negativas inducido por el extracto metandlico de las especies de

Echeveria seleccionadas.

Especie de Concentracion
Cepas % inhibiciéon
Echeveria (mg/mL)
S. aureus ATCC
62.5 46.80
43300
S. aureus 4R 62.5 75.18
E. secunda S. aureus ATCC
31.25 78.54
25923
E. coliATCC
15.625 59.95
25922
S. aureus ATCC
62.5 71.49
43300
S. aureus 4R 62.5 69.21
E. agavoides S. aureus ATCC
31.25 67.86
25923
E. coliATCC
31.25 77.96
25922

S. aureus = Staphylococcus aureus; E. coli = Escherichia coli
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biopelicula, asi como su respuesta a la concentracion del EM correspondiente,

comparando los resultados con su control de crecimiento.
9.2.1. Cuantificacién de polisacaridos
9.2.1.1. Echeveria secunda

El EM de E. secunda inhibi6 al 100% la secrecion de carbohidratos de S. aureus
ATCC 43300, 4R y ATCC 25923 hacia la matriz extracelular polimérica de biopelicula.
Por otra parte, el EM disminuy6 hasta el 81.81% el contenido de carbohidratos
presentes en la matriz extracelular de la biopelicula de E. coli ATCC 25922 (Cuadro

6).
9.2.1.2. Echeveria agavoides

El EM de E. agavoides disminuyé al 100% el contenido de carbohidratos
presentes en la matriz extracelular de la biopelicula de S. aureus ATCC 43300, 4R y

ATCC 25923 y E. coli 25922 (Cuadro 6).
9.2.2. Cuantificacion de proteinas
9.2.2.1. Echeveria secunda

El contenido de proteinas de la matriz extracelular de las biopeliculas de las
cepas de S. aureus tratadas con el EM de E. secunda disminuyé hasta en un 98.64%
(ATCC 25923), mientras que la disminucion para E. coli ATCC 25922 fue de 78.20%

(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto de los EMs de Echeveria sobre los componentes de la matriz

extracelular polimérica de biopelicula de cepas Gram positivas y Gram negativas®.

% de inhibicion de la secrecion
de componentes en la matriz
Especie de Cepas Concentracién extracelular polimérica de
Echeveria (mg/mL) biopelicula

Polisacaridos Proteinas ADNe

S. aureus
ATCC 62.5 100 97.63 100
43300

S. aureus

AR 62.5 100 95.77 100

E. secunda S aureus

ATCC 31.25 100 98.64 64.99
25923

E. coli
ATCC 15.625 81.81 78.20 0
25922

S. aureus
ATCC 62.5 100 99.01 100
43300

S. aureus

AR 62.5 100 94.30 90.67

E. agavoides S aureus

ATCC 31.25 100 92.65 13.82
25923

E. coli
ATCC 31.25 100 88.53 62.60
25922

S. aureus = Staphylococcus aureus; E. coli = Escherichia coli

* Para la determinacion de estos porcentajes se utilizé un control de crecimiento (indculo mas
solvente).
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9.2.2.2. Echeveria agavoides

La matriz extracelular de las bacterias S. aureus ATCC 43300, 4R y 25923 y E.
coli ATCC 25922 tratadas con el EM de E. agavoides presenté hasta 99.01% (S.
aureus) y 88.53% (E. coli) menos proteinas que la matriz de los controles

correspondientes (Cuadro 6).
9.2.3. Cuantificacion de ADNe
9.2.3.1. Echeveria secunda

En las bacterias tratadas con el EM de E. secunda, el contenido de ADNe en la
matriz extracelular de la biopelicula de S. aureus ATCC 43300 (formadora débil de
biopelicula) y S. aureus 4R (formadora moderada de biopelicula) disminuyd en 100%.
Por otro lado, la disminucion de ADNe para la cepa de S. aureus ATCC 25923
(formadora moderada de biopelicula) fue de 64.99% y para E. coli ATCC 25922 del

0% (Cuadro 6).
9.2.3.2. Echeveria agavoides

El contenido de ADNe en la matriz extracelular de las bacterias tratadas con el
EM de E. agavoides disminuyo6 desde 13.82% en S. aureus ATCC 25923 hasta 100%
en S. aureus ATCC 43300; mientras que el contenido en E. coli ATCC 25922 disminuyd

62.60% (Cuadro 6).
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X. DISCUSION

10.1. Evaluacion de la actividad antibiopelicula de extractos metanolicos de tres

especies de Echeveria de México
10.1.1. Inhibicién de la formacién de biopeliculas

La formacion de biopeliculas es un mecanismo indirecto que favorece el
desarrollo de resistencia a los antibidticos en las bacterias que tienen esa capacidad;
por ejemplo, mediante la transferencia horizontal de genes (Famuyide y col., 2019). En
este sentido, especies bacterianas de diferentes géneros son patégenos humanos y
veterinarios, las infecciones que causan son de dificil tratamiento y forman
biopeliculas: e.g., Escherichia spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp.,
Pasteurella spp., Bacillus spp., Salmonella spp., entre otras (Famuyide y col., 2019).
De esta manera, inhibir la formacién de biopelicula es una estrategia crucial para

prevenir y tratar infecciones bacterianas (Okba y col., 2021).

El EM de E. secunda inhibid la formacién de biopelicula en cepas de S. aureus a
las concentraciones mas altas (125 y 62.5 ug/mL), alcanzando valores de 46.80 al
88.65% (Figura 5). Entre las bacterias Gram negativas, sélo se registré efecto
significativo con la cepa mas sensible (E. coli ATCC 25922), a todas las
concentraciones evaluadas (62.5-7.81 ug/mL) y alcanzando valores de inhibicién de
59.09 a 100%. En relacion con E. agavoides, el EM (500-62.5 ug/mL) fue mejor
inhibidor (68.1-100%) de la formacion de biopeliculas de las cepas de S. aureus menos
sensibles al extracto (3R, 4R y 5R); mientras que para las cepas mas sensibles (ATCC

43300 y ATCC 25923), el EM solo tuvo efecto a las concentraciones mas altas (62.5y
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31.25 ng/mL), mostrando valores de inhibicion de 39.58 a 89.21% (Figura 9). En cepas
Gram negativas, el EM de E. agavoides solo mostré efecto significativo a todas las
concentraciones (62.5-7.81 ug/mL) en la cepa de E. coli ATCC 25922 (formador débil
de biopelicula), presentando valores de inhibicién de 77.96 al 93.76%. Entre los EMs
de Echeveria, el EM de E derenbergii tuvo el menor efecto inhibitorio, afectando
significativamente dos cepas de S. aureus (3R y 5R) a concentraciones de 1000-125
pMg/mL, con valores de 32.43 a 52.52% (Figura 13). A la fecha, los reportes sobre el
efecto de extractos de especies de Echeveria en la inhibicién de la formacion de
biopelicula son inexistentes. Sin embargo, algunas especies de la familia
Crassulaceae presentan actividad antibiopelicula. En este sentido, el EM de hojas de
Graptopetalum paraguayense (2500 pg/mL) inhibid en un 90% la formacién de
biopelicula de MRSA NBIMCC 8327 (Zaharieva y col., 2019). Aunque el porcentaje de
inhibicion de esta investigacion fue superior a la mayoria de los obtenidos en nuestro
estudio, el EM se evaludé a una concentracion mas alta. Asimismo, Kim y col. (2020)
investigaron el efecto de la fraccidén en acetato de etilo de Orostachys japonicus en la
inhibicion de formacion de biopelicula de MRSA, registrando un efecto concentracion-
dependiente: 91.91£14.93% (500 pg/mL), 67.66+7.67% (1000 pg/mL), 50.45+ 9.11%
(2000 pg/mL) y 38.91+4.77% (4000 pg/mL). Este comportamiento es similar al
observado para el efecto del EM de E. agavoides en cepas de S. aureus (Figura 9).
Por otro lado, Barboza y col. (2016) reportaron que el extracto acuoso de hojas de
Kalanchoe pinnata (500 y 1000 pug/mL) exhibié un efecto inhibitorio en la formacién de
biopelicula de E. coli enteroagregativa 042 superando el 50%. Este porcentaje de

inhibicion fue menor al registrado con los EMs de E. secunda y E. agavoides,
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alcanzando valores hasta del 100% en la cepa E. coli 25922, evaluados a
concentraciones menores. En otro estudio, el EM de Kalanchoe blossfeldiana inhibio
la formacién de biopeliculas de P. aeruginosa MTCC 2453 de manera dependiente a
la concentracién 84.7% (125 pg/mL), 69.22% (62.5 pg/mL), 37.9% (30 pg/mL) y
11.82% (15 pg/mL) (Sarkar y col., 2015). Al respecto y de manera general, los EMs de

Echeveria fueron inactivos contra P. aeruginosa.

Por otra parte, Blando y col. (2019) reportaron el efecto inhibitorio de formacién
de biopelicula de Staphylococcus aureus ATCC 35556 (fuerte formador de
biopelicula), tratado con extractos polifendlicos de cladodios (maduros e inmaduros)
de Opuntia ficus-indica. A una concentracién de 1000 pg/mL, el extracto de cladodio
inmaduro mostré una inhibicion del 80% en la formacion de biopelicula; mientras que
a la maxima concentracion (1500 ug/mL), el extracto de cladodio inmaduro inhibié en
un 85% y el extracto de cladodio maduro un 71% (Blando y col., 2019). Los autores
sugieren que este efecto podria atribuirse a la presencia de flavonoides en los
extractos de cladodios (Blando y col., 2019). Asimismo, los EM de E. secunda y E.
agavoides tuvieron porcentajes de inhibicidén similares a los extractos polifendlicos de
cladodios (maduros e inmaduros) de Opuntia ficus-indica, una especie con

metabolismo CAM.

Comparando nuestros hallazgos con otros estudios, el EM de flores de
Eucalyptus sideroxylon mostré una inhibicion significativa de formacion de biopeliculas
de S. aureus ACL51 (MRSA) en la maxima concentracion (50 ug/mL), con una tasa de
inhibicion del 95.9%; mientras que el EM (300-30 ug/mL) no presenté efecto inhibitorio

en P. aeruginosa ATCC 27853 (Okba y col., 2021). La fuerte actividad antibiopelicula
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del EM contra MRSA podria deberse a floroglucinoles, flavonoides y taninos
identificados por HPLC-PDA-ESI-MS/MS (Okba y col., 2021). Este efecto fue similar al
reportado para los EMs de E. secunda y E. agavoides. Por otro lado, Mehrishi y col.
(2022) evaluaron la actividad antibiopelicula de EMs de Azadirachta indica, Aloe vera
y Mentha piperita frente a 58 aislados clinicos multirresistentes a diversas
concentraciones (50, 25, 12.5 y 6.25 mg/mL). La actividad antibiopelicula del EM de A.
indica (50, 25, 12.5y 6.25 mg/ml) alcanzé valores del 70 y 80% contra aislados clinicos
productores de biopelicula fuertes y moderados (S. aureus, P. aeruginosa, S.
saprophyticus y Acinetobacter baumannii), siendo S. aureus ATCC 25923 y P.
aeruginosa ATCC 27853 los que presentaron mayor porcentaje de inhibicidén (superior
al 80%) en las concentraciones de 50 y 25 mg/ml (Mehrishi y col., 2022). En el caso
del EM de A. vera (50, 25, 12.25 y 6.25 mg/ml) inhibié en un rango del 50-55% la
formacion de biopeliculas de S. aureus ATCC 25923 y para los aislado de S.
epidermidis, S. saprophyticus y Acinetobacter baumannii su porcentaje de inhibicién
oscilé entre 50-53% (Mehrishi y col., 2022). EI EM de M. piperita (50, 25, 12.5y 6.25
mg/ml) no presentd un efecto significativo sobre la inhibicion de formacién de
biopeliculas en S. aureus ATCC 25923 (< al 50%), mientras que el porcentaje de
inhibicion fue superior al 50% en los aislados P. aeruginosa, S. epidermidis, S.
saprophyticus y A. baumannii (Mehrishi y col., 2022). Comparando con los EMs de A.
indica, A. vera 'y M. piperita, la presente investigacion mostré una inhibicion similar o
superior de los EMs de E. secunda y E. agavoides en S. aureus ATCC 25923 y P.

aeruginosa ATCC 27853.
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Ademas, Alenazy (2023) reportd que el EM Trigonella foenum-graecum inhibio la
formacién de biopelicula en E. coli ATCC 35218 en 48.2% a 250 yg/mL y 85.3% a 500
Mg/mL; mientras que fue de 70.95% a 500 pg/mL en S. aureus ATCC 25923. Dicho
esto, el EM presentd un comportamiento similar a nuestros resultados en los EMs de
E. secunday E. agavoides. Por otro lado, Arab y col. (2022) encontraron que el extracto
en acetato de etilo de Senecio hoggariensis mostrd efecto antibiopelicula
concentracion-dependiente, registrando a 100 upg/mL la mayor actividad en P.
aeruginosa ATCC 27853 (59.04%), E. coli ATCC 25922 (59.02%) y E. faecalis ATCC
29212 (58.13%); mientras que fue a 50 ug/mL en S. aureus ATCC 25923 (49.55%).
Estos resultados estan en el rango de valores de nuestros hallazgos para los EMs de

E. secunday E. agavoides.

La inhibicion de la formacién de biopelicula obtenida con los EMs de E. secunda
y E. agavoides fue mejor que la del EM de E. derenbergii, destacando su actividad
contra las cepas bacterianas resistentes y formadoras moderadas de biopelicula. E.
agavoides fue la especie mas interesante por su efecto sobre MRSA 3R, 4R y 5R, en
todas las concentraciones evaluadas, y la formadora moderada de biopelicula S.
aureus ATCC 25923 a la concentracion mas alta. Es importante considerar que los

resultados pueden variar segun la concentracion y composicion del extracto utilizado.

La formacion de biopeliculas es afectada por diversos factores como
disponibilidad de nutrientes, temperatura, presion osmoética y pH, entre otros
(Lebeloane y col., 2024). La adhesion de las células bacterianas a la superficie bidtica
0 abiotica depende del movimiento browniano, las fuerzas electrostaticas y de van de

Waals (Lebeloane y col., 2024). También, la hidrofobicidad de la superficie celular es
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importante para la formacion de biopelicula, propiedad de la que también depende la
adhesioén y desprendimiento bacteriano de la superficie (Lebeloane y col., 2024). La
etapa de maduracion de la biopelicula se regula mediante el proceso de sefalizacion
QS. Este sistema de comunicacién célula a célula reconoce la densidad de la
poblacién bacteriana al medir y detectar la acumulacién de moléculas senalizadoras
especificas (autoinductores) que regulan la expresion genética y determinan la
virulencia. A su vez, el sistema QS controla diversas actividades bacterianas, como la
patogenicidad, virulencia, motilidad, bioluminiscencia, simbiosis, resistencia a los

antibidticos y la produccion de SPE (Lebeloane y col., 2024).

Existen compuestos fitoquimicos que regulan tanto la formacion como el
crecimiento de las biopeliculas bacterianas, afectando diversas etapas del proceso de
formacion de biopelicula tales como la adhesion bacteriana, la motilidad y QS (Borges
y col., 2013). Una ventaja adicional de estos compuestos es su menor probabilidad de
provocar resistencia bacteriana (Borges y col., 2013). Por ejemplo, las homoserin-
lactonas aciladas (AHL, por sus siglas en inglés) estan involucradas en QS y son
importantes para la formacién de biopeliculas bacterianas (Deryabin y col., 2019). Los
terpenos, fenilpropanoides, flavonoides y taninos participan en la inhibicion de
formacion de biopeliculas, actuando como inhibidores del QS mediado por AHL en
bacterias (Deryabin y col., 2019). Por lo tanto, el efecto inhibitorio de formacion de
biopelicula que presentan los tres EMs de Echeveria podria deberse al efecto en el

QS.

En relacion con analisis quimicos de los EMs de las especies de Echeveria

estudiadas, E. secunda tiene el mayor contenido de fendlicos totales (FenT) (400.2 mg
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EAG/g EM) y taninos totales (TanT) (1650 mg EC/g EM), mientras que E. derenbergii
presenta el menor contenido de FenT (19.6 mg EAG/g EM) y TanT (4.3 mg EC/g EM),
pero destaco en flavonoides totales (FlaT) (63.9 mg EQ/g EM) (Peinado-Beltran, 2021).
Basado en esta informacién, la mayor actividad inhibitoria de formacion de biopelicula
de E. secunda y E. agavoides podria estar relacionada con el contenido de FenT y

TanT.

Beltran-Aguilar (2020) identific6 compuestos fendlicos en estas especies
mediante HPLC-MS-ESI. En E. secunda se identificaron flavonoides (miricetin-O-
hexésido, petunidin-O-hexdsido, quercetin-3-O-(ramnosil)-7-O-HMG-hexdsido,
quercetin-O-hexdsido,  quercetin-O-ramnosil-O-(diacetil)hexdésido 'y quercetin
ramnésido) y taninos (galato de galocatequina y (epi)galocatequin-3-O-galato). En E.
agavoides se detectaron flavonoides (quercetin ramnésido, quercetin-O-hexésido,
miricetin-O-pentdsido, laricitrin-O-HMG-0O-hexdsido,  isoramnetin-O-hexésido  y
petunidin-O-hexdsido) y acido galico. Asimismo, en E. derenbergii se encontraron
flavonoides (derivado de kaempferol, kaempferol-O-diacetiiramndésido, kaempferol-O-
ramnosil-O-(acetil)ramnédsido, kaempferol-O-ramndsido, derivado de kaempferol
ramnésido,  quercetin-O-ramnosil-O-(diacetil)hexdéxido,  quercetin-O-cafeico e
isoramnetin-O-(cumaroil)hexdsido (Beltran-Aguilar, 2020). Esta informacién sugiere
que el mayor contenido de FlaT y una mayor presencia de derivados de kaempferol en
el EM no favorece la inhibicion de la formacién de biopeliculas en las especies/cepas

bacterianas evaluadas.

En la literatura esta registrado que metabolitos secundarios de plantas (e.g.,

flavonoides, acidos fendlicos, taninos) poseen actividades antibacterianas y
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antibiopelicula (Slobodnikova y col., 2016). De hecho, flavonoides como la quercetina,
apigenina, luteolina y kaempferol inhiben la formacion de biopelicula de S. aureusy E.
coli. En tanto que algunos precursores de taninos inhiben la formacion de biopelicula:
catequina (P. aeruginosa), acido galico (E. coli) y (-)-galato de epigalocatequina (S.

aureus) (Slobodnikova y col., 2016).
10.1.2. Erradicacion de biopelicula

La erradicacion de biopelicula bacteriana sigue siendo un desafio critico para los
investigadores (Ray y Pattnaik, 2023). Estas biopeliculas representan comunidades
microbianas altamente organizadas y resistentes, donde las bacterias estan protegidas
por una matriz extracelular. La naturaleza de esta matriz y la capacidad de las bacterias
para comunicarse Yy cooperar entre si dificultan su eliminacién aplicando

antimicrobianos convencionales (Ray y Pattnaik, 2023).

En contraste con la nula actividad en la erradicacion de biopelicula de las cepas
de S. aureus de los EMs de E. secunday E. agavoides, estos EMs mostraron actividad
de erradicacién en E. coli, los porcentajes de erradicacion variaron del 40.36 al 100%.
E. coli ATCC 25922 fue la mas sensible al tener efecto en el rango de 125 a 15.625
ug/mL para ambos EMs. En la cepa E. coli M51-3 el efecto se observé a mayores
concentraciones: 1000 ug/mL en E. secunda y 500-250 yg/mL en E. agavoides. Por
otro lado, el EM de E. derenbergii (MIC > 1000 pg/mL) mostré un efecto
estadisticamente significativo en la erradicacion de las cepas Gram positivas y Gram
negativas, destacando el efecto a 250 ug/mL en las cepas de S. aureus ATCC 43300

(37.64%), 4R (28.74%), E. coli ATCC 25922 (95.39%) y M51-3 (91.20%). En la cepa
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P. aeruginosa ATCC 27853, el efecto fue significativo en concentraciones de 2000,

1000 y 500 pg/mL con un rango de erradicacion de 19.74 a 58.56%.

No se han registrado informes sobre el efecto de erradicacion de biopelicula en
otras especies de Echeveria. No obstante, nuestros resultados coinciden con los
obtenidos para el extracto etandlico de hoja de Piper betle, aunque a concentraciones
menores. El extracto etandlico erradicé el 60% (620 pg/mL), 30% (310 pyg/mL) y 25%
(155 pg/mL) la biopelicula de S. aureus ATCC 29213; asi como el 70% (2500 pyg/mL),
65% (1250 pg/mL) y 20% (625 pg/mL) en la cepa E. coli ATCC 25922 (Saeloh y
Visutthi, 2021). Los autores atribuyen esta actividad antibiopelicula al eugenol
(segundo compuesto mas abundante del extracto), considerando su capacidad para
alterar las estructuras de las biopeliculas y membranas celulares (Saeloh y Visutthi,

2021).

Otro estudio demostré que el extracto metandlico de raiz de Aptosimum
albomarginatum tuvo efecto moderado en la erradicacion de biopelicula (40%) de un
aislado nasal de S. aureus, sin mostrar efecto sobre la biopelicula de S. aureus ATCC
25923 y S. aureus ATCC 33591 (MRSA) (Walter y Bock, 2021). Dicho resultado fue
superior a los nuestros, sin embargo, no se especifica la concentracion. Los autores
senalan que este efecto puede deberse a flavonoides y saponinas presentes en la raiz
de la planta (Walter y Bock, 2021). Por otro lado, el EM de la parte aérea de Euphorbia
hirta fue eficaz en erradicar la biopelicula formada de P. aeruginosa ATCC 27853,
caracterizado por una Concentracion Minima de Erradicacion de biopelicula (MBEC)
de 500 pg/mL (Perumal y Mahmud, 2013). Sin embargo, la actividad de erradicacion

del EM fue menor contra la cepa P. aeruginosa ATCC 27853 (MBEC = 1000 pg/mL) y
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no tuvo efecto sobre las cepas E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 33591 (MRSA) y los aislados clinicos resistentes (Salmonella enterica serovar
Typhi, Shigella dysenteriae, Enterobacter aerogenes, E. coli, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Bacillus subtilis y Bacillus cereus) a la mayor concentracion evaluada (1000
Mg/mL) (Perumal y Mahmud, 2013). Los autores sugieren que el efecto del EM en la
erradicacion de la biopelicula de P. aeruginosa podria atribuirse a su actividad
inhibitoria de QS (Perumal y Mahmud, 2013). Este extracto mostré efectos de
erradicacidon a concentraciones similares a las utilizadas para el EM de E. derenberygii.
Consecuentemente, este EM podria ejercer su efecto de erradicacion de la biopelicula
de P. aeruginosa y S. aureus (ATCC 43300 y 4R) a través de inhibicion del QS. Las
bacterias utilizan el QS para coordinar y regular la formacion de biopeliculas. Por otra
parte, los tres EMs de Echeveria presentaron una mayor eficacia en la erradicacién de
biopeliculas producidas por bacterias Gram negativas que aquellas de Gram positivas.
Debemos destacar que las cepas Gram negativas de este estudio se clasifican como
formadoras de biopelicula débil o no formadoras de biopeliculas, excepto P.
aeruginosa que es fuerte. Al respecto, se ha sugerido que la hidrofobicidad de las
superficies bacterianas desempefia un papel crucial en la adhesién bacteriana,
formacion y estabilizacion de biopeliculas en superficies bidticas y abidticas (Chipenzi
y col., 2020). El efecto sobre las bacterias Gram negativas podria relacionarse con la
reduccién de la hidrofobicidad de la superficie celular de E. coli ATCC 25922, M51-3,
P. aeruginosa ATTCC 27853 y S. aureus (ATCC 43300 y 4R), favoreciendo el
desprendimiento de biopeliculas preformadas (Chipenzi y col., 2020). Ademas, este

desprendimiento podria ser resultado de la disminucion en las fuerzas de adhesion en
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las biopeliculas, posiblemente causada por un incremento en la solubilidad de los

polisacaridos bacterianos (Chipenzi y col., 2020).

La etapa de maduracion de biopeliculas bacterianas es afectada por diversos
compuestos como el eugenol, carvona, carvacrol, carveol, timol, naringenina,
kaempferol, quercetina, apigenina, geleritrina, sanguinarina, 2,4-
dihidroxibencilformaldehido (DHBF) y cinamaldehido (Ray y Pattnaik, 2023). En la
presente investigacion, el EM de E. derenbergii fue la especie mas eficaz en la
erradicaciéon de biopelicula, registrandose diferencia estadistica significativa en varias
cepas, principalmente en la moderada (S. aureus 4R) y fuerte formadora de biopelicula
(P. aeruginosa ATCC 27853). Este extracto contiene una variedad de flavonoides,
incluidos derivado de kaempferol, kaempferol-O-diacetilramnédsido, kaempferol-O-
ramnosil-O-(acetil) ramnésido, kaempferol-O-ramndsido, derivado de kaempferol
ramnésido, quercetin-O-ramnosil-O-(diacetil) hexodxido, quercetin-O-cafeico e
isoramnetin-O-(cumaroil) hexdsido (Beltran-Aguilar, 2020). Esta diversidad de
derivados de kaempferol no se encuentra en los otros dos EMs de Echeveria y pudiera

explicar la mayor efectividad de E. derenbergii.

Flavonoides, fendlicos, cumarinas, quinonas, alcaloides, saponinas, glucésidos,
esteroides, taninos, fenoles y triterpenoides poseen efecto antibiopelicula (Ray y
Pattnaik, 2023). EI mecanismo de accién contra la biopelicula bacteriana variara con
el tipo de compuesto, incluyendo la privacion del sustrato, la disrupcién de la
membrana celular, la union con el complejo de adhesinas u otras proteinas, afectacion

de la pared celular, entre otros (Ray y Pattnaik, 2023).
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Los EMs de Echeveria fueron mas eficaces en inhibir la formacion que en
erradicar las biopeliculas. Este comportamiento podria atribuirse a la presencia de
compuestos fendlicos (e.g., flavonoides) en los extractos, sugiriendo que actuan en la
regulacion bacteriana y afectan el sistema de deteccion de quérum (Touzout y col.,
2023). Por ejemplo, la quercetina (presente en estos extractos) es un inhibidor de la
ADN girasa, necesaria para la replicaciéon del ADN bacteriano (Yapici y Kivang, 2023).
Por lo tanto, los extractos son mas efectivos contra la biopelicula cuando se afiaden

antes de su formacién (Yapici y Kivang, 2023).
10.1.3. Actividad metabdlica en la biopelicula en la inhibicién de su formacién

Los EMs de Echeveria redujeron significativamente la actividad metabdlica
(80.28-100%) de las células en la biopelicula de S. aureus 3R, 4R y 5R; E. secunda
evaluada de 125 a 31.25 yg/mL y E. agavoides de 500 a 62.5 yg/mL. El EM de E.
derenbergii (1000-250 ng/mL) indujo una reduccion de la viabilidad celular (22.25-
87.82%) en la biopelicula de las cepas de S. aureus 3R, 4R y 5R. Solo el EM de E.
agavoides (62.5-7.81 pg/mL) inhibié significativamente la viabilidad celular de las
cepas de S. aureus ATCC 43300 y 25923, en un rango del 74.12 al 100%. La presente
investigacion es la primera en evaluar la actividad metabdlica en biopeliculas de cepas
Gram positivas y Gram negativas tratadas con extracto de alguna especie de
Echeveria para inhibir la formacion de biopelicula bacteriana. En otras plantas modelo,
el EM de semillas de cilantro (Coriander sativum L.) (4000 pg/mL) no inhibié la
actividad metabdlica de las células de la biopelicula de S. aureus CCUG 4151,
mientras que, el EM de semillas de anis (Pimpinella anisum) (4000 pg/mL) mostré

19.9% de inhibicion y el de hojas de menta (Mentha piperita) (2000 pg/mL) alcanz6 un
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61.7% de inhibicién (Bazargani y Rohloff, 2016). En contraste, a concentraciones
menores que las previamente mencionadas, los EMs de las especies de Echeveria

mostraron mayores porcentajes de inhibicion de viabilidad celular.

Investigaciones previas han evaluado la actividad metabdlica en la inhibicion de
formacion de biopelicula en cepas Gram negativas. El extracto etandlico de canela
mostro efecto concentracién-dependiente (1,562.5 ug/mL — 50,000 pug/mL) al inhibir la
viabilidad celular de E. coli ATCC 25922 en un rango del 15 al 90% (Lu y col., 2021).
Ademas, Yiemwattana y col. (2023) reportaron que el extracto etandlico de tallos de
Morus alba (2000 pg/mL) inhibié en 60% la actividad metabdlica en la biopelicula de
P. aeruginosa ATCC 27853. Estos resultados fueron similares a los de la presente
investigacion, pero en ésta se utilizaron concentraciones menores en los EMs. En E.
coliM51-3, el EM de E. secunda disminuyo significativamente la viabilidad celular a las
concentraciones de 1000 pg/mL (66.41%) y 250 pg/mL (84.46%). Para P. aeruginosa
ATCC 27853, la viabilidad disminuyo significativamente (45.63-96.63%) a todas las
concentraciones del EM (500-62.5 pg/mL). En cambio, el EM de E. agavoides (62.5-
7.81 pug/mL) inhibié completamente la actividad metabdlica de E. coli ATCC 25922,
excepto a 15.625 pg/mL (86.98%), mientras que en E. coli M51-3, el EM indujo una

disminucion significativa de 97.31-100% a concentraciones de 1000-125 pg/mL.

Analizando la actividad metabdlica de las tres especies de Echeveria, el EM de
E. agavoides fue el mas efectivo en inhibir la viabilidad celular en cepas Gram
positivas, seguido por E. secunda y luego E. derenbergii. Las tres especies mostraron
un efecto significativo contra cepas resistentes y formadoras moderadas de

biopelicula. En cepas Gram negativas, el EM de E. secunda mostré un mayor efecto
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inhibitorio en la viabilidad celular en todas las cepas, incluyendo la cepa fuerte
formadora de biopelicula, mientras que el EM de E. agavoides solo gener6 efecto en
la viabilidad celular de dos cepas Gram negativas. Los resultados de las pruebas con
cristal violeta y XTT indicaron que los EMs fueron efectivos para reducir la biomasa de
la biopelicula y la viabilidad celular, lo que sugiere su capacidad para prevenir la
formacion de biopelicula. EI EM de E. secunda mostré efectividad contra S. aureus
(BR, 4Ry 5R) y E. coli ATCC 25922, mientras que el EM de E. agavoides afecté a S.
aureus (3R, 4R, 5R, ATCC 43300 y 25923) y E. coli ATCC 25922. Por otro lado, el EM

de E. derenbergii solo tuvo efecto en S. aureus 3R y 5R.

La actividad metabdlica de los microorganismos esta estrechamente relacionada
con la composicion molecular de las células y esta relacion puede variar segun el
estado en el que se encuentren los microrganismos (Lu y col., 2021). Diversos estudios
han determinado que la disminucion de la actividad metabdlica en las biopeliculas se
debe principalmente a la reduccién en el suministro de nutrientes y oxigeno. Esta
disminucion en la actividad metabdlica puede explicar como las bacterias en la
biopelicula desarrollan resistencia a los agentes antimicrobianos (Bazargani y Rohloff,

2016).
10.1.4. Actividad metabdlica en la erradicacion de biopelicula

Los estudios sobre el efecto de extractos de plantas en la actividad metabdlica
en biopeliculas en el ensayo de erradicacion son escasos y los datos generados en
esta investigacion son los primeros para extractos de especies de Echeveria.
Considerando otras plantas, Almeida y col. (2022) reportaron que el aceite esencial de

Thymbra capitata (0.64 pg/mL) redujo significativamente la viabilidad celular (77-90%)
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de siete aislados clinicos de MRSA: S. aureus ATCC 25923, dos de septicemias (S6 y
S12), dos de ulceras en pie diabético (D5 y D26) y dos de osteomielitis (O11 y O19)
(Almeida y col., 2022). El extracto etandlico de la corteza de Juglans regia (64-512
pg/mL) disminuyo la viabilidad celular del 50 al 98% en la biopelicula preformada de
S. aureus ATTC 25923, mientras que la reduccion fue del 20 al 30% para E. coli ATTC
35218 tratada con 128-512 pg/mL del extracto (Chaieb y col., 2013). En contraste,
nuestros resultados no mostraron un efecto estadisticamente significativo en viabilidad
celular (ensayo de erradicacion) de las cepas de S. aureus (ATCC 43300, 3R, 4R, 5R
y ATCC 25923), pero si en las cepas de E. coli ATCC 25922 y M51-3. Especialmente,
el EM de E. derenbergii mostré6 una reduccién de viabilidad significativa a las
concentraciones de 1000 pyg/mL (100%) y 250 pg/mL (99.19%) en E. coli ATCC 25922
y a la concentracion de 250 yg/mL (100%) en E. coli M51-3. Ademas, el EM de E.
secunda (125-15.625 pg/mL) también disminuy6 significativamente la viabilidad de E.
coli ATCC 25922 (77.22-100%); mientras que para E. coli M51-3 se registréo una
disminucion significativa del 62.45-78.02% a las concentraciones de 1000-250 pg/mL.
Por otro lado, el EM de E. agavoides redujo la viabilidad de E. coli ATCC 25922 del
50.18-58.38% a la concentracién de 62.5-15.625 yg/mL, en el caso de E. coli M51-3
fueron 65.49% a 500 pg/mL y 75.81% a 250 yg/mL. Estos resultados sugieren que el
EM de E. derenbergii es el mas efectivo en la reduccion de la viabilidad celular de E.

coli, seguido por el EM de E. secunda y E. agavoides.

El extracto etandlico de tallos de Morus alba (4000 pg/mL) disminuyd
significativamente (= 65%) la viabilidad celular de la biopelicula preformada de P.

aeruginosa ATCC 27853 (Yiemwattana y col., 2023). Por otro lado, la reduccion fue de
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20 al 28% con el extracto etandlico de la corteza de Juglans regia (128-512 ug/mL) en
P. aeruginosa ATCC 27853 (Chaieb y col., 2013). Nuestra investigacion destaca que
solo el EM de E. derenbergii (2000-250 png/mL) mostré una reduccion estadisticamente
significativa de la actividad metabdlica (27.91-63.44%) en la cepa de P. aeruginosa

ATCC 27853.

El efecto de los EMs de Echeveria en la reduccién de la viabilidad celular (ensayo
de erradicacioén) fue similar al observado en la evaluacion de la biomasa de la
biopelicula con cristal violeta. Sin embargo, los EMs no lograron disminuir
significativamente la actividad metabdlica en las cepas Gram positivas. La viabilidad
celular y la biomasa de las biopeliculas de E. coliy P. aeruginosa (formadora fuerte de
biopelicula) se redujeron considerablemente con el EM de E. derenbergii. Por otro
lado, el EM de E. secunda afectd significativamente la actividad metabdlica,
reduciendo la viabilidad celular y la biomasa de las cepas E. coli ATCC 25922 y M51-
3 (débil y no formadora de biopelicula, respectivamente), seguido por el EM de E.
agavoides. Estos resultados confirman la efectividad de los EMs contra las bacterias
Gram negativas, como E. coli y P. aeruginosa, destacando el potencial del EM de E.

derenbergii frente a diferentes microorganismos.
10.2. Efecto del EM sobre la ECM de biopelicula
10.2.1. Cuantificacion de polisacaridos

La ECM tiene un papel destacado en la formacién de biopeliculas y esta
constituida principalmente por compuestos de alto peso molecular, como
polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos (Laspidou y Rittmann, 2002). La ECM

estabiliza y crea una barrera en la biopelicula, mitigando los efectos adversos y la
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pérdida de humedad (Laspidou y Rittmann, 2002). La composiciéon de la ECM varia
segun la especie bacteriana e incluso entre cepas de una misma especie (Uruény col.,
2021). Cada SPE cumple una funcién crucial dentro de la biopelicula, e.g., los

polisacaridos participan en las interacciones de adhesién (Samrot y col., 2021).

Los EMs de E. secunda y E. agavoides (62.5 y 31.25 pg/mL) disminuyeron al
100% el contenido de polisacaridos en la matriz extracelular de la biopelicula de S.
aureus ATCC 43300, 4R y ATCC 25923. Nuestros hallazgos superan la eficacia del
aceite esencial de cardamomo (MIC = 0.5 mg/mL), el cual redujo en un 60.69% el
contenido de polisacaridos de MRSA T34 evaluado a 2 MBIC (Cui y col., 2020).
Ademas, el EM de E. secunda (15.625 pg/mL) disminuy6é en 81.81% y el de E.
agavoides (31.25 yg/mL) en 100% el contenido de polisacaridos en la biopelicula de
E. coli ATCC 25922. Estos resultados fueron mejores que el registrado para el extracto
cloroférmico de curcuma (128 pug/mL) que redujo el contenido de carbohidratos de la
ECM de la biopelicula formada por E. coli KT273995 (43.43%) y S. aureus KT250728

(54.91%) (Hayat y col., 2018).

Contrastando con otras investigaciones que cuantificaron el contenido de
polisacaridos, los EMs de Echeveria provocaron mayor disminucién que el EM de hojas
de Bruguiera cylindrica, el cual redujo la cantidad de polisacaridos presentes en la
matriz extracelular de la biopelicula de E. coli ATCC 25404 en un 20% (10 pg/mL) y
30% (100 pg/mL), mientras que el EM de hojas de Laguncularia racemosa (10 ug/mL
y 100 pg/mL) disminuyo el contenido en un 10% de la misma biopelicula (Glasenapp
y col., 2019). Ademas, el extracto de semilla de toronja (S. aureus, 12.5 yg/mL; E. coli,

125 pg/ml) redujo significativamente la produccion de polisacaridos en la matriz
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extracelular de la biopelicula de S. aureus 7 (54.87%), S. aureus 8 (60.82%), E. coli
ATCC 25922 (28.85%) y E. coli O157:H4 FRIK 125 (2.64%) en comparacion con un
grupo control (Song y col., 2019). Por otro lado, extracto fresco de ajo (0.5 y 1%) redujo
la cantidad de polisacaridos en la biopelicula de E. coli productora de toxina Shiga en

un 20 y 40%, respectivamente (Bhatwalkar y col., 2019).

Nuestros resultados indican que los EMs de Echeveria tienen la capacidad de
inhibir la produccién de polisacaridos tanto en bacterias Gram positivas como Gram
negativas. En particular, el EM de E. agavoides resulté ser mas efectivo que el EM de
E. secunda en la reduccion de los polisacaridos presentes en la biopelicula de E. coli
ATCC 25922. Por lo tanto, una disminucion en la produccion de polisacaridos conlleva
una reduccion en la formacion de biopeliculas. De esta manera, este efecto de los EMs
de Echeveria podria estar contribuyendo a sus actividades antibiopelicula,
especialmente para el EM de E. agavoides que presentd una mayor actividad
inhibitoria en la biomasa y viabilidad celular. También, el efecto observado de los EMs
puede atribuirse a variaciones en la composicion de la pared celular de las bacterias
Gram positivas y Gram negativas. El principal componente de la pared celular de las
bacterias Gram positivas es peptidoglicano; por lo tanto, toma especial relevancia que
las bacterias produzcan polisacaridos. En contraste, la pared de las bacterias Gram
negativas contiene lipopolisacaridos y deben ser mas influenciadas por el fenémeno

de hidrofobicidad (Song y col., 2019).
10.2.2. Cuantificacion de proteinas

Las proteinas de la matriz extracelular en las biopeliculas pueden provenir de los

sistemas de secrecion activos o de la liberacion durante la lisis celular (Uruén y col.,
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2021). Aunque la funcion de muchas de las proteinas en la matriz de la biopelicula aun
no se comprende completamente, se ha identificado que algunas son esenciales en la
formacion o restructuracion de la biopelicula generada por diversos patégenos (Uruén
y col., 2021). Entre los componentes proteicos se incluyen subunidades proteicas de
flagelos y pili, adhesinas de la superficie celular, proteinas extracelulares secretadas y
proteinas de vesiculas de la membrana externa; proteinas que contribuyen a la
adhesion inicial a las superficies y, en ciertos microorganismos, también estan
implicadas en la migracion a lo largo de las superficies, facilitando asi la colonizacion
(Fong y Yildiz, 2015). Por otro lado, las proteinas de la matriz son importantes para la
estructura y estabilidad de las biopeliculas. Estudios con bacterias mutantes
demuestran que la ausencia de proteinas en la ECM reduce la formacién y estabilidad

de las biopeliculas, alterando asi sus arquitecturas (Fong y Yildiz, 2015).

La disminucion del contenido de proteinas en la matriz extracelular de las
biopeliculas de las bacterias de S. aureus ATCC 43300, 4R y 25923 y E. coli ATCC
25922 tratadas con el EM de E. secunda (62.5-15.625 pg/mL) oscilé del 95.77 al
98.64% para S. aureus 'y 78.20% para E. coli. Por otro lado, las bacterias tratadas con
el EM de E. agavoides (62.5-31.25 ug/mL) mostraron una reduccién del 92.65 al
99.01% para S. aureus y de 88.53% para E. coli. Comparando con otros estudios, el
EM de hojas de Bruguiera cylindrica disminuyé el contenido de proteinas presentes en
la matriz extracelular de la biopelicula de E. coli ATCC 25404 en un 10% (10 pg/mL),
38.4% (100 pg/mL) y 51.1% (1000 pg/mL) (Glasenapp y col., 2019). El extracto
cloroformico de curcuma (128 pg/mL) redujo significativamente el contenido de

proteinas de la ECM en la biopelicula de E. coli KT273995 (30.54%) y S. aureus
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KT250728 (60.11%) (Hayat y col., 2018). Sin embargo, este contenido de proteinas
fue mayor al obtenido con las especies de Echeveria. Por otra parte, el extracto fresco
de ajo (0.5 y 1%) no afectd el contenido de proteinas de la biopelicula de E. coli
productora de toxina Shiga (Bhatwalkar y col., 2019). Por otro lado, el EM de hojas de
Laguncularia racemosa (10 pg/mL) no afectd el contenido de proteinas en la
biopelicula de E. coli; a 100 yg/mL la reduccion fue del 5% y a 1000 pyg/mL del 32.8%
(Glasenapp y col., 2019). En todos los estudios mencionados, los porcentajes de

inhibicion del contenido de proteinas fueron inferiores a los registrados en este estudio.

La presente investigacion demuestra que los EMs de E. secunda y E. agavoides
inhiben la liberacién de proteinas hacia la ECM generada por bacterias Gram positivas
y Gram negativas, como S. aureus 'y E. coli. Ambas especies de Echeveria mostraron
altos porcentajes de inhibicidn en la secrecion de proteinas en cepas moderadas en
formacioén de biopelicula, destacando el EM de E. agavoides como el mas efectivo.
Ademas, el EM de E. agavoides presentd mejores resultados en la inhibicién de
formacion de biopeliculas y en la disminucion de la viabilidad celular. Estos hallazgos
sugieren que la disminucion del contenido de proteinas contribuye a la actividad
antibiopelicula bacteriana de los EMs de estas especies de Echeveria, destacando el

EM de E. agavoides.
10.2.3. Cuantificacion de ADNe

El ADNe es un componente crucial en la matriz extracelular de biopeliculas al
participar en la regulacion de la formacion y en la estabilidad dimensional de las
biopeliculas (Yang y col., 2022). Ademas, el ADNe representa una parte significativa

del ADN total presente en la ECM (Yang y col., 2022). Otras de las funciones del ADNe
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incluyen el suministro de nutrientes, su papel como portador de informacién genética
en la transferencia horizontal de genes y la formacién y maduracion de biopeliculas

(Yang y col., 2022).

No existen reportes previos sobre el contenido de ADNe en biopeliculas de
bacterias tratadas con extractos de Echeveria. Por lo tanto, resulta pertinente
contrastar con el efecto de otros extractos de plantas. El extracto acuoso de
Polygonum chinense (250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg/mL) mostré una reduccién
dependiente de la concentracion en el contenido de ADNe de la biopelicula de S.
aureus ATCC 29213, registrando porcentajes superiores a 28, 48, 64, 80 y 88%,
respectivamente (Zeng y col., 2022). Tabunhan y Tungsukruthai (2022) reportaron que
el extracto etandlico de rizoma de Curcuma zedoaria (625, 312.5, 156.25, 78.125,
39.0625 y 19.53 ug/mL) disminuyé significativamente el contenido de ADNe en la
biomasa de biopelicula de S. aureus ATCC 43300 (MRSA) y S. aureus sensible a la
meticilina ATCC 25923 (MSSA, por sus siglas en inglés); el efecto fue dependiente de
la concentracion del extracto, desde 156.25 pg/mL a 625 pg/mL para MRSA y de
39.0625 pg/mL a 625 ug/mL para MSSA. Por otro lado, Zhao y col. (2018) encontraron
que el aceite de arbol de té redujo aproximadamente el 70% (4000 pg/mL), 60% (2000
pg/mL), 40% (1000 pg/mL) y 30% (500 pg/mL) del contenido de ADNe en la matriz

extracelular de la biopelicula de S. aureus ATCC 29213.

En nuestro estudio, la medicion espectrofotométrica mostré una reduccion del
100% en la cantidad de ADNe en la matriz de biopelicula de S. aureus ATCC 43300 y
4R tras el tratamiento con el EM de E. secunda (62.5 pg/mL). Asimismo, la cepa S.

aureus ATCC 25923 mostro una disminucion del 64.99% cuando se expuso al mismo
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extracto a una concentracién de 31.25 pg/mL. Respecto a las cepas tratadas con el
EM de E. agavoides, el contenido de ADNe se redujo desde el 13.82% (31.25 pug/mL)
en S. aureus ATCC 25923 hasta el 100% (62.5 pyg/mL) en S. aureus ATCC 43300. A
pesar de utilizar concentraciones considerablemente menores en nuestra

investigacion, nuestros resultados fueron similares o superiores a los estudios previos.

Como se ha mencionado, los estudios sobre la cuantificacion de ADNe en
biopeliculas de bacterias tratadas con especies de Echeveria son escasos, incluso
dentro del ambito de las crasulaceas. Sin embargo, el ADNe se ha cuantificado en
biopeliculas de E. coli tratadas con diferentes compuestos. El flavonoide isoorientina
esta presente en diversas plantas, incluidas las especies de Echeveria. La isoorientina
redujo el contenido de ADNe en la matriz de biopelicula de aislados de E. coli no
sensible a carbapenémicos (MIC = 125 o 250 pg/mL), registrando un efecto
dependiente de la concentracion: 1/4 MIC (33.33%), 1/2 MIC (57.6%) y MIC (87.8%)

(Zuo y col., 2023).

Vishwakarma y Vavilala (2019) informaron que los polisacaridos sulfatados
extraidos de Chlamydomonas reinhardtii disminuyeron el contenido de ADNe en la
biopelicula de E. coli MTCC 1687, las reducciones registradas fueron 78% (500
pg/mL), 89% (1000 pg/mL), 95% (2000 pg/mL), 91% (4000 pg/mL) y 92% (8000
pg/mL). Contrastando con los resultados de este estudio, el EM de E. agavoides redujo
el contenido de ADNe en la matriz extracelular de la biopelicula de E. coli ATCC 25922
(62.60%) a una concentracion de 31.25 pyg/mL, siendo esta concentracién menor que

la utilizada en los estudios previamente mencionados.
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La disminucion en la liberacion de ADNe se ha atribuido a compuestos fendlicos
en los extractos que imitan la sefial de deteccion de quérum (Zeng y col., 2022). Dado
que los EM de E. secunda y E. agavoides contienen compuestos fendlicos
(flavonoides, taninos), esto sugiere una alta eficacia de los extractos en la reduccion
del contenido de ADNe en las biopeliculas bacterianas, principalmente en el EM de E.
agavoides. La especie con mayor actividad antibiopelicula en inhibicion y viabilidad
celular (E. agavoides) presenté un mayor efecto en la inhibicion del contenido de ADNe
en las cepas Gram positivas y Gram negativas, por lo que la actividad antibiopelicula

podria asociarse con este tipo de efecto.
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Xl. CONCLUSIONES

11.1 Conclusién general

Los tres EMs de Echeveria mostraron una significativa actividad inhibitoria en la
formacion de biopeliculas y viabilidad celular, resaltando que los extractos de E.
secunday E. agavoides fueron mas potentes que E. derenbergii. El tratamiento con E.
secunday E. agavoides provoco altos porcentajes en la reduccion de componentes de
la ECM (polisacaridos, proteinas y ADNe) en biopeliculas de bacterias Gram positivas
y Gram negativas, siendo el EM de E. agavoides el mas efectivo. Esta disminucién en
los componentes de la ECM podria ser responsable de la reduccion en la formacion
de biopeliculas observadas. Ademas, el efecto de inhibicion de los tres EMs de
Echeveria podria deberse a sus componentes, como flavonoides y taninos, que actuan

como inhibidores del QS.
11.2 Conclusiones especificas

1. EI EM de Echeveria agavoides presentd el mejor efecto inhibitorio en la
formacion de biopeliculas de cepas Gram positivas (S. aureus 3R, 4R, 5R y
ATCC 25923), probablemente debido a su contenido de flavonoides, como la
quercetina.

2. ElI EM de Echeveria derenbergii fue la Unica especie que erradico la biopelicula
formada por las cepas de S. aureus 4R y P. aeruginosa ATCC 27853. Este
efecto del extracto podria deberse a su variado contenido de flavonoides,
especificamente de derivados de kaempferol (no presentes en los otros dos

EMs de Echeveria), o a que los compuestos del extracto inhiban el QS.
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3. La actividad antibiopelicula presentada por las tres EMs de Echeveria fueron
mas efectivos en inhibicidon que en erradicacion de las biopeliculas. Al respecto,
la actividad inhibitoria puede deberse a fendlicos y flavonoides presentes que
afectan la regulacion bacteriana y el sistema QS. Por ejemplo, la quercetina
(presente en estos extractos) inhibe la ADN girasa, necesaria para la replicaciéon
del ADN bacteriano. Por lo tanto, los extractos son mas efectivos contra la
biopelicula cuando se afiaden antes de su formacion.

4. Los EMs de las tres especies de Echeveria presentaron un buen efecto
inhibitorio en la actividad metabdlica, destacando que los extractos de
Echeveria secunda y Echeveria agavoides fueron mas potentes que Echeveria
derenbergii. En este sentido se sugiere que esta inhibicion se debe a la
reduccion de la biomasa, asociada a una menor disponibilidad de nutrientes y
oxigeno.

5. Echeveria agavoides presentd el efecto inhibitorio mas destacado en la
viabilidad celular de las biopeliculas de cepas Gram positivas (S. aureus 3R,
4R, 5Ry ATCC 25923), asi como en la cepa Gram negativa E. coli ATCC 25922,
coincidiendo con los resultados del método de tinciébn con cristal violeta,
mostrando que esta especie puede prevenir la formacion de biopeliculas.

6. Echeveria derenbergii fue la unica especie que redujo la viabilidad celular en la
biopelicula formada por la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, confirmando su
efectividad en la reduccion de la biomasa de la biopelicula observada con cristal
violeta. Al compararlo con la composicién de flavonoides de E. secunda y E.
agavoides, la actividad puede asociarse a la presencia de derivados de

kaempferol en el extracto.
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7. El efecto de los EMs de Echeveria secunda y Echeveria agavoides sobre los
componentes de la ECM (polisacéaridos, proteinas y ADNe) de biopelicula de
cepas Gram positivas y Gram negativas fue relevante. Sin embargo, E.
agavoides fue mas efectivo en la disminucién del contenido de polisacaridos,
proteinas y ADNe. Este efecto puede atribuirse a variaciones en la composicién
de la pared celular de las bacterias y a la presencia de compuestos fendlicos en
los extractos, que imitan la sefal de deteccion de quérum. Esto sugiere una alta
eficacia en la reduccion del contenido de ADNe en las biopeliculas,

especialmente en el caso de E. agavoides.
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Xll. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

. Evaluar el efecto de los tres EMs de Echeveria sobre la expresiéon de genes de

las biopeliculas bacterianas relacionados a su formacion.

. Analizar a detalle la interaccién de los EMs de Echeveria sobre los componentes

de la ECM de biopelicula.

. Evaluar los mecanismos moleculares que sustentan la actividad antibiopelicula

de los EMs de Echeveria mediante el analisis proteémico y metabolémico.

. Investigar posibles sinergias entre los tres EMs de Echeveria y otros
compuestos antimicrobianos, para potenciar su eficacia contra las biopeliculas

bacterianas.
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XIll. SIGLAS Y ABREVIATURAS

ABTS: Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico

ADNe: Acido desoxirribonucleico extracelular

AHL: Homoserina lactonas aciladas, por sus siglas en inglés

ARNe: Acido ribonucleico extracelular

ATCC: American Type Culture Collection

CAM: Metabolismo acido de las crasulaceas, por sus siglas en inglés
CC: Grupo control

CENAPRECE: Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades
CONACYT: Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

DEP: Patotipos de E. coli diarreogénicas, por sus siglas en inglés
DMSO: Dimetilsulféxido

DO: Densidad optica

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

e.g.: Ejemplo

ECM: Matriz extracelular polimérica, por sus siglas en inglés

EE.UU.: Estados Unidos de América

EM o EMs: Extracto (s) Metandlico (s)

ERC: Enterobacterias resistentes a carbapenémicos
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ET: Equivalentes de trolox

FenT: Fendlitos totales

FlaT: Flavonoides totales

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion

i.e.: Esto es

ICs0: Concentracion inhibitoria media

MBIC: Concentracién minima inhibitoria de biopeliculas, por sus siglas en inglés
mg: Miligramo

MIC: Concentracion minima inhibitoria, por sus siglas en inglés

MICs: Concentraciones minimas inhibitorias

mL: Mililitro

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, por sus siglas en inglés
MSSA: Staphylococcus aureus sensible a la meticilina, por sus siglas en inglés

NBIMCC: (Banco Nacional de Microorganismos Industriales, Bulgaria) (National Bank

for Industrial Microorganisms, Bulgaria)

OMS: Organizacion mundial de la salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

ORAC: Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno

PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos, por sus siglas en ingles

PMS: Metosulfato de fenazina, por sus siglas en inglés
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QS: Quorum sensing

rpm: Revoluciones por minuto

SD: Desviacion estandar

SEMARNAT: Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales
SPE: Sustancias poliméricas extracelulares

TanT: Taninos totales

TSA: Agar de tripticaseina y soya, por sus siglas en inglés

TSB: Caldo de soya tripticaseina, por sus siglas en inglés

UFC: Unidades formadoras de colonias

XTT: (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfobenzo)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida)
Mg: Microgramo

pL: Microlitro

pmol: micromole

°C: Grados Celsius

%: Porciento

143



	2024-06-09-TESIS MCB-Leslie Peinado- Beltrán
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE CUADROS
	I. RESUMEN
	II. ABSTRACT
	III. INTRODUCCIÓN
	IV. REVISIÓN DE LITERATURA
	4.1. Enfermedades infecciosas farmacorresistentes
	4.1.1. Principales cepas bacterianas resistentes
	4.1.2. Mecanismos de resistencia bacteriana a antibióticos

	4.2. Biopelículas bacterianas
	4.2.1. Formación de biopelículas
	4.2.2. Infecciones bacterianas asociadas a biopelículas
	4.2.3. Resistencia que imparten las biopelículas hacia los antibióticos

	4.3. Antecedentes
	4.3.1. Plantas como fuente de compuestos antibiopelícula
	4.3.2. Crassulaceae
	4.3.3. El género Echeveria
	4.3.4 Actividades biológicas de especies de Echeveria
	4.3.5. Metabolitos secundarios en especies de Echeveria
	4.3.6. Algunas especies de Echeveria en México


	V. JUSTIFICACIÓN
	VI. HIPÓTESIS
	VII.  OBJETIVOS
	7.1. Objetivo general
	7.2. Objetivos específicos

	VIII. MATERIALES Y MÉTODOS
	8.1. Diseño experimental
	8.2. Materiales
	8.2.1. Material vegetal
	8.2.2. Material biológico
	8.2.3. Reactivos

	8.3. Metodología
	8.3.1. Elaboración de harinas
	8.3.2. Obtención de extractos metanólicos
	8.3.3. Actividad antibiopelícula
	8.3.4. Efecto del EM sobre la ECM de biopelículas

	8.4. Análisis estadístico

	IX. RESULTADOS
	9.1. Evaluación de la actividad antibiopelícula de extractos metanólicos de tres especies de Echeveria de México
	9.1.1. Inhibición de la formación de biopelículas
	9.1.2. Erradicación de biopelícula
	9.1.3. Actividad metabólica en la inhibición de formación de biopelícula
	9.1.4. Actividad metabólica en la erradicación de biopelícula

	9.2. Efecto del EM sobre la ECM de biopelícula
	9.2.1. Cuantificación de polisacáridos
	9.2.2. Cuantificación de proteínas
	9.2.3. Cuantificación de ADNe


	X. DISCUSIÓN
	10.1. Evaluación de la actividad antibiopelícula de extractos metanólicos de tres especies de Echeveria de México
	10.1.1. Inhibición de la formación de biopelículas
	10.1.2. Erradicación de biopelícula
	10.1.3. Actividad metabólica en la biopelícula en la inhibición de su formación
	10.1.4. Actividad metabólica en la erradicación de biopelícula

	10.2. Efecto del EM sobre la ECM de biopelícula
	10.2.1. Cuantificación de polisacáridos
	10.2.2. Cuantificación de proteínas
	10.2.3. Cuantificación de ADNe


	XI. CONCLUSIONES
	11.1 Conclusión general
	11.2 Conclusiones específicas

	XII.  PERSPECTIVAS DEL PROYECTO
	XIII. BIBLIOGRAFÍA
	XIII. SIGLAS Y ABREVIATURAS




