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1. RESUMEN

Las infecciones a la piel y tejidos blandos (IPTB) son un grupo de infecciones que contribuyen
directamente a la morbilidad y mortalidad a nivel nacional e internacional, afectando a personas
con diversa consideracion clinica. Los patdgenos productores de IPTB han adquirido resistencia
a la amplia gama de antimicrobianos desarrollados, impidiendo asi un tratamiento efectivo y
siendo esto un problema a nivel mundial, por lo que es vital poseer nuevas alternativas de

tratamiento.

En la presente memoria se utilizaron diferentes liquidos ionicos (LIs) derivados del &cido
benzoico, con diferentes tamafios de cadenas de alquilo, determinando la concentracion minima
inhibitoria (CMI) por medio de la microdilucién en caldo para S. pyogenes, P. aeruginosa, S.
epidermidis, S. aureus, E. coli y A. baumannii, obteniendo concentraciones de CMI desde 2 mM
hasta CM1<0,01562 mM, evidenciandose actividad variada de acuerdo a la funcionalizacion que
posee el LI como el largo de la cadena hidrocarbonada. También se evalud la capacidad de
inhibicién de la formacion de biofilm de dichos patégenos, usando concentraciones de 1 mM,
0,1 mM y 0,01 mM, mostrando mejor actividad antibiofilm los LIs que se componen con &cido
vanilico con diferentes largos de cadena hidrocarbonada. Ademas se determind la viabilidad
celular en células HaCaT, determinando la concentracién a la cual el 50% de estas permanecen
viables, mostrando concentraciones menores a la CMI de 4 Lls con la mejor actividad. Estos
resultados demuestran que los LlIs tienen actividad antimicrobiana y antibiofilm prometedoras,
junto con no producir toxicidad celular, siendo un tratamiento prometedor frente a las IPTB. Sin

embargo, es necesario ampliar los estudios confirmar dicha premisa.



2. INTRODUCCION

Las infecciones a la piel y tejidos blandos (IPTB) han sido caracterizadas como un problema
para la salud mundial por su amplia capacidad infectiva y virulenta sobre diversos pacientes,
desde sanos a pacientes hospitalizados, siendo ademas un factor de vulnerabilidad y/o
predisposicion la presencia de enfermedades cronicas. Estos pueden desarrollar cuadros
infecciosos graves, pudiendo llegar al extremo de amputacion de extremidades o tejidos

comprometidos vitales para el paciente por medio de cirugia (1).

Dentro de los microorganismos que son productores de IPTB, destacan como agentes
etioldgicos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, diversas enterobacterias, Staphylococcus
aureus (cepas resistentes a meticilina), Streptococcus pyogenes y en algunos casos
Staphylococcus coagulasa negativo como Staphylococcus epidermidis. Algunos autores sefialan
que uno de cada tres IPTB se desarrolla producto de infecciones por cocaceas Gram positivo,
siendo el resto producto de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (2). El tratamiento
inadecuado prescrito de forma empirica ha contribuido al aumento de mortalidad por infecciones

provocadas por estos agentes (3).

El fendmeno creciente de la resistencia a antimicrobianos por parte de estos agentes patégenos
ha puesto en alerta a entidades nacionales, como el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) o a
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), pronunciandose esta ultima en estado de vigilancia

sobre sus mecanismos de resistencia, puesto que ponen en peligro la capacidad para tratar
9



enfermedades. La resistencia a los antimicrobianos estd poniendo en riesgo los logros de la
medicina moderna. Los trasplantes de drganos, la quimioterapia y las cirugias se vuelven mucho
mas peligrosas sin antimicrobianos efectivos para la prevencion y el tratamiento de infecciones
(4). Estos agentes han sido capaces de generar resistencia a diversos antimicrobianos, por medio
de produccion de enzimas como betalactamasas y carbapenemasas (5), bombas de eflujo o
modificacion de sitios diana, descritos para Gram negativos (6), mientras que para bacterias
Gram positivo se describen a S. aureus meticilino resistentes y expresion de fenotipos resistentes

a macrolidos en S. pyogenes, entre otros mecanismos de resistencia (7).

En base a lo anterior, es de preocupacién y urgencia el desarrollar nuevas terapias para el
tratamiento frente a estos microorganismos causantes de IPTB. Para la presente memoria se
trabajard con liquidos idnicos (LIs), particularmente con derivados del acido benzoico de
diferentes cadenas de alquilo. Estas son sales que a temperatura ambiente se encuentran en estado
liquido, se componen basicamente de nucleos catidnicos y anionicos de gran peso a los que se
unen diferentes cadenas hidrocarbonadas o grupos funcionales. Bajo este punto se ha propuesto
que la aplicacién de LIs como tratamiento puede ser efectivo, a fin de aumentar la capacidad
microbicida y disminuir la capacidad de formar biofilm por parte de Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli

y Acinetobacter baumannii.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Liquidos ionicos (LIs)

En los ultimos afios ha imperado en el ambito cientifico la produccion de solventes verdes, de
baja toxicidad, facil obtencion y aplicacién en diversos campos, ademas de evitar la
contaminacion medioambiental en la produccion de estos. Por ello, los L1s han tomado relevancia
como alternativa para diferentes investigaciones multidisciplinarias que incluye quimica, ciencia

de materiales y ambiental e ingenieria quimica (8).

Los LlIs son sales de bajo peso molecular, cuyo punto de fusion es menor a 100 °C, siendo a
temperatura ambiente liquidos, generalmente incoloros, con viscosidades relativamente altas (9).
Exhiben presiones de vapor muy bajas en condiciones ambientales y, por lo tanto, son
efectivamente no volatiles. Son buenos disolventes para un amplio espectro de materiales
inorganicos, organicos y poliméricos, y son inmiscibles con numerosos disolventes organicos.
Algunas propiedades, como la estabilidad térmica y la miscibilidad, dependen principalmente del
anion, mientras que otras, como la viscosidad, la tension superficial y la densidad, dependen de
la longitud de la cadena de alquilo en el catién y/o la forma o simetria (10). Todas estas
propiedades hacen de los LlIs, en comparacion con otros solventes, compuestos con

caracteristicas unicas.
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Las propiedades relacionadas a la biologia como viscosidad, hidrofobicidad y densidad
pueden ser manejadas al modificar los nucleos y la solubilidad se puede alterar conjugando
cadenas hidrofobicas o grupos funcionales hidréfilos, por lo que estas moléculas pueden ser

construidas segun la necesidad requerida (11).

Estos compuestos han sido catalogados como “solventes verdes” debido a que poseen algunas
propiedades que han sido definidas como las propiedades ideales de un solvente, tales como: baja
volatilidad, alta estabilidad fisica y quimica, reutilizable y eventualmente facil de manipular.
Ademaés, por medio de diferentes técnicas de sintesis, es posible generar una minima cantidad de
residuos (o nula en algunas) y de emision de disolventes que podrian ser potencialmente toxicos

para el medioambiente (9).

3.1.1 Composicion

Los diferentes LIs estan formados por un cation y un anién. La mayor parte de los cationes
tienen naturaleza aromatica con atomos de nitrégeno en el anillo, heterociclos nitrogenados,
mientras que los aniones suelen estar constituidos por diferentes elementos quimicos, tanto

organicos como inorganicos (12).

Estos compuestos adquieren su estado liquido puesto que los iones que los componen son muy

asimetricos y de gran tamafio, por lo que las fuerzas que acttan frente a la union cation-anion

12



son méas debiles que las fuerzas que actan en una sal convencional. En los LlIs tienen gran
importancia las fuerzas débiles como enlaces de hidrogeno y fuerzas de VVan der Waals (13). Por
ello, al partir de iones de gran diferencia quimica, no es posible lograr un empaquetamiento
molecular que dé paso a una estructura compacta. Solo es necesario un aporte pequefio de energia

para separar aniones y cationes que configuran el sélido y transformarlo en un liquido (12).

3.1.1.1 Cationes

El catién es una estructura de baja simetria, por lo general contiene nitrogeno organico
voluminoso, como imidazolio, piridinio, pirrolidinio, picolinio, oxazolio, fosfonio 0 amonio,
siendo estos los mas representativos y descritos (14) (Figura 1). Se le atribuye al cation de los
LIs las propiedades fisicas como punto de fusion, viscosidad y densidad (15).

R:
Ry ‘L+ B R,
E 1 e
Ri\ )\ R, S \\N
N \.\rH’ ‘ 5
= N
— Ry
Ry
Imidazolinm Pyridinium Pyrolidinium Piperidinum
Ry R, Ry 2
Ry "|~!+ | :|,
S Tt | R, 11iee P 3
VAN : ~ ~ .
Ry Ry R;/ Ry R// Ry N
7] 2 i PR
Ammonium Phosphonium Sulphonium Morpholinium

Figura 1. Cationes cominmente usados en los LIs. (Adaptado de Wang et al., 2016) (16).
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De los cationes mas reportados y estudiados se encuentra el imidazolio, ya que presenta

caracteristicas Unicas en su estructura quimica. (Figura 2).

1 o \ -
RL.HN%//NH..HS

Figura 2. Estructura electronica del cation 1,3-dialquilimidazolio (13).

De acuerdo a Weingértner (2008) (17), los 4&tomos de hidrégeno en las posiciones 2, 4 y 5
(Figura 2) soportan casi la misma carga, sin embargo el &tomo de carbono en la posicion 2 esta
cargado positivamente por el déficit electronico en el enlace C=N. Los carbonos 4 y 5 son
practicamente neutros. Esto provoca que el &tomo de hidrogeno en posicion 2 tenga una acidez
de Lewis alta (como resultado de la carga positiva deslocalizada). Ademas, la acidez de este
atomo de hidrogeno favorece la formacion de enlaces de hidrdgeno. Esto permite entender

molecularmente las propiedades fisicas descritas para este tipo de cation.
3.1.1.2 Aniones

Dentro de los aniones mas utilizados, se encuentran Hexafluorofosfato (PFg),
Tetrafluoroborato (BF4"), Trifluoroacetato (CF3-COQO") Trifluorosulfonato o triflato (CF3-SOz3)
y Hexafluoroantimoniato (SbFe’). (Figura 3)
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Figura 3. Aniones comunmente usados en los LIs. (Adaptado de Wang et al., 2016) (16).

Los aniones tienen un gran efecto sobre las propiedades de los LIs independiente del cation
que este tenga. Por ejemplo, segin Keskin y colaboradores (2007) (18), el LI con 1-N-butil-3-
metilimidazolio y el anién PFs~ es inmiscible con el agua, mientras que el liquido con el mismo
cation pero con el anion BF4~ es soluble en agua. Este ejemplo representa la propiedad de
"disolvente disefiador" de los LlIs: diferentes pares de iones determinan las propiedades fisicas y
quimicas del liquido. Al cambiar el anidn, se puede cambiar la hidrofobicidad, la viscosidad, la
densidad y la solvatacién, disefiando, por lo tanto, propiedades nuevas de acuerdo al anién
presente en la estructura del LI.

3.1.2 Sustituyentes polifenolicos en los LIs

De la amplia gama de sustituyentes en los LIs, han tomado protagonismo los sustituyentes

derivados de compuestos polifendlicos. Los compuestos polifenolicos se encuentran distribuidos
15



ampliamente en la naturaleza, son fitoquimicos que se encuentran principalmente en frutas,
verduras, té, café, chocolates, legumbres, cereales y bebidas. Destacan dentro de sus beneficios
la capacidad de proteger, en enfermedades cronicas, del dafio de los radicales libres, actuando
como antioxidantes. Estos compuestos de dividen en cuatro categorias: flavonoides, estilbenos,

lignanos y &cidos fenolicos (19).

Dentro de los acidos fendlicos, estos pueden sub clasificarse en aquellos derivados del acido
benzoico y del &cido cinamico. Particularmente para los derivados del acido benzoico, los
representantes de mayor estudio e impacto son el &cido protocatecuico, el &cido vanilico, acido
galico y el &cido siringico (20). Ademas de las propiedades antioxidantes y otras de importancia
para la salud mundial por parte de estos derivados, se les ha asociado una actividad frente a
diversos patdgenos. Segun diversos autores, se especula que el sitio y el nUmero de grupos
hidroxilo en el grupo fenol estan relacionados con la toxicidad relativa frente a los
microorganismos, siendo las principales caracteristicas estructurales que influyen en la capacidad
antioxidante de los derivados fendlicos, con evidencia previa de que el aumento de la
hidroxilacion produce un aumento de la toxicidad. Ademas, algunos autores han encontrado que
los fenoles mas altamente oxidados tienen propiedades antimicrobianas mas altas con los
consecuentes de cambios irreversibles en las propiedades de la membrana (carga, permeabilidad
intra y extracelular y propiedades fisicoquimicas) por medio de cambios de hidrofobicidad,
disminucion de la carga superficial negativa y ocurrencia de ruptura local o formacion de poros
en las membranas celulares, con la consiguiente fuga intracelular de constituyentes esenciales
(21).
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3.1.3 Actividad antimicrobiana y antibiofilm de los LIs

Una de las caracteristicas relevantes de los LIs es su lipofilicidad, principal factor en la
determinacion de la actividad antimicrobiana. Esta actividad se ve mejorada al aumentar desde
cadenas de 6 atomos de carbono a 14, 16 o 18 4&tomos de carbono en su grupo alquilico (22). El
aumento de la longitud de la cadena, aumenta también la tendencia a la adsorcion de los LIs en
las superficies de las membranas de los microorganismos (23). Ademas, los LIs poseen mayor
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivo que las Gram negativo. Esto puede
explicarse por diferentes estructuras de membrana celular de los dos tipos de bacterias. La capa
externa de la membrana externa de bacterias Gram negativo estd compuesta casi totalmente de
lipopolisacaridos y proteinas que restringen la entrada de biocidas y compuestos anfipaticos v,

por lo tanto, son més resistentes que las bacterias Gram positivo (24).

También, los LIs demuestran efectividad frente a la formacion de estructuras como el biofilm
bacteriano de diversos patégenos, dependiendo de la cantidad de carbonos que presente el LI
como también los sustituyentes quimicos que lo compongan. Los LIs de hidroxilamonio son
altamente activos contra patdgenos humanos como Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y
Vibrio cholerae, mientras que los LIs difosforicas muestran un amplio espectro de actividad

antimicrobiana contra patdgenos oculares (25).

El gran problema actual de los diversos LlIs, sintetizados y usados experimentalmente frente
a diversos patdgenos, es su potencial efecto citotoxico frente a diversas lineas celulares

eucariontes, teniendo LIs funcionales pero toxicos. Repetidamente en la literatura cientifica se
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ha demostrado que el efecto citotoxico de los LIs depende principalmente del aumento de la
cadena hidrocarbonada en el cation. Frente a células PC 12 (Feocromocitoma murino), se
demostro que al usar LIs de 12 atomos de carbono, la citotoxicidad aument6 380 veces (reflejado
en el ECsg) comparado con un LI de 4 atomos de carbono de la misma caracteristica quimica
(26). Esto también es extrapolable frente a células NIH 3T3 (fibroblastos murinos) donde, al
usar LIs de 18 atomos de carbono en la cadena hidrocarbonada se produce un aumento de la
citotoxicidad en 46 veces (relacionado con ECsp) comparado con un mismo LI de 8 atomos de
carbono (27).

3.2 Infecciones de la piel y los tejidos blandos (IPTB)

La piel es una membrana fibroelastica, considerada la “envoltura viva del cuerpo”; es un
organo gque desempefia una gran gama de funciones que incluyen la proteccion frente a agresiones
externas, la termorregulacion, la absorcion de radiaciones ultravioleta y la produccion de
vitamina D. Adicionalmente, tiene una importante funcién de reconocimiento inmunitario, es una
eficaz barrera de proteccion contra microorganismos patdgenos, siendo el 6rgano de mayor
extension (28). La piel se encuentra formada por una barrera fisica llamada epidermis, que tiene
como funcidn resistir a la penetracion de microorganismos y toxinas, como glandulas ecrinas que
acidifican la piel para evitar la colonizacién de los microorganismos. Sin embargo, el pH &cido
favorece el desarrollo de bacterias como estafilococos coagulasa negativos (Staphylococcus

epidermidis) o Corynebacterium spp (29).
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Se define a las IPTB como los cambios inflamatorios en la epidermis, dermis, tejido celular
subcutaneo, fascia profunda o musculo, producidos por un agente infeccioso (30). Las IPTB
cubren una multitud de presentaciones clinicas que van desde leves, que requieren una
intervencion minima, hasta infecciones graves que amenazan la vida y que exigen la
administracion intravenosa inmediata de antibidticos y la intervencidn quirdrgica. La evaluacion
de la gravedad de la infeccion y la identificacion del agente causal més probable promueve
resultados mejorados y disminuye el desarrollo de la resistencia (31). Los signos y sintomas
considerados para la internacion del paciente son fiebre, comorbilidad (hipertension, diabetes
tipo 1, la inmunosupresion), la zona afectada (manos y cabeza tienen potencialidad de dejar

secuelas) y pacientes con infecciones a nivel muscular con evidente signo de bacteriemia (1).

La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) caracteriza primeramente una IPTB
como una lesién de la piel minima de 75 cm?. El dafio que se presenta esta caracterizado por:
inflamacion bacteriana con invasion de la epidermis, edemas y endurecimiento de la zona. El

cuadro es acompafiado por fiebre, dolor y presencia de rubor en la zona (32).

3.3 Principales agentes etioldgicos de IPTB

3.3.1 Streptococcus pyogenes

Cocacea Gram positivo agrupada en cadenas, generalmente se cultiva en medios

suplementados con sangre, donde se pueden apreciar colonias -hemoliticas que suele ser de dos
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a cuatro veces mas grande que el didmetro de la colonia. Pertenece al grupo A de la clasificacion
de Lancefield y puede identificarse presuntivamente por el test de PYR, dando positivo para este
test, pero es el test de sensibilidad a la bacitracina quién resulta clave para su correcta
identificacion, siendo positivo frente a las demas especies del mismo género (33). Dentro de las
patologias que puede producir una infeccion por esta especie, destacan tres tipos: fascitis
necrotizante, miositis y sindrome de shock toxico estreptococica (STSS). Las tasas de mortalidad
son altas en infecciones invasivas estreptocdcicas, desde aproximadamente el 20% para la fascitis
necrotizante hasta casi el 100% para la miositis. La terapia consiste principalmente en altas dosis
de combinaciones de antibidticos, cirugia agresiva y administracion intravenosa de

inmunoglobulinas para el STSS (34).

3.3.2 Staphylococcus aureus

Esta especie es Gram positivo, inmovil, es positivo para el test de la catalasa y para el test de
la oxidasa resulta negativo. Posee un color amarillo u oro en medios como agar sangre. Es
caracteristico en esta especie presentar enzimas como la coagulasa (libre y ligada), donde se
utiliza esta, por medio del test de la coagulasa, para su identificacién confirmatoria, arrojando
positivo (35). Pueden generar céapsula, sin embargo en condiciones salvajes no la expresan,
ademas son aerobios facultativos (36). Tiene la capacidad de generar toxinas y producir cuadros
infecciosos como el sindrome de piel escaldada, intoxicacion alimentaria y sindrome de shock
toxico (37). S. aureus, en un principio, era naturalmente susceptible a practicamente todos los
antibidticos que se hayan desarrollado. Sin embargo, ha adquirido gran importancia la
adquisicion acelerada de mecanismos de resistencia, los cuales a menudo son por transferencia
horizontal de genes desde fuentes externas, aunque la mutacién cromosémica y la seleccion de

antibidticos también son importantes. Las cepas resistentes a meticilina (SAMR), distribuidas
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ampliamente en la clinica, no permiten la accion de vancomicina, tetraciclina, eritromicina y
dicloxacilina (38).

3.3.3 Staphylococcus epidermidis

Cocacea Gram positivo, inmdvil, catalasa positivo y oxidasa negativo. Presenta colonias
blancas elevadas y no hemoliticas. A diferencia de S. aureus, frente al test de coagulasa resulta
negativo, clasificandose, al igual que otras especies de Staphylococcus, como Staphylococcus
coagulasa negativo (CoNS) (39). Es sensible al test de la novobiocina, siendo de utilidad clinica
para su identificacion frente a otras especies de CoNS (40). Antiguamente se consideraba parte
de la microbiota normal de piel y conjuntiva, sin embargo ha adquirido importancia clinica puesto
que, a pesar de ser comensal de la piel, puede actuar como patdgeno (41). S. epidermidis
representa la fuente mas comuin de infecciones en dispositivos médicos residentes. Esto
probablemente se debe al hecho de que S. epidermidis es un colonizador permanente y ubicuo de
la piel humana, y por ello tiene alta probabilidad de contaminacion del dispositivo durante la
insercion. Actualmente, se le ha caracterizado como un patdgeno oportunista (42). Ha adquirido
relevancia en la clinica porque algunas cepas estan adoptando la resistencia a meticilina, al igual

que S. aureus.
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3.3.4 Pseudomonas aeruginosa

Bacilo Gram negativo, el que se caracteriza por ser no fermentador, es aerébico y posee la
capacidad de ser movil, oxidasa positivo, altamente versatil, incluso capaz de tolerar condiciones
bajas de oxigeno, produce un pigmento verde azulado y tiene la capacidad de crecer a 42 °C (35).
Es un patégeno oportunista, importante agente de infecciones nosocomiales y que afecta a
pacientes criticos como post operados, grandes quemados 0 que necesitan equipos médicos
(como ventilacidn mecénica) para su tratamiento y sobrevida. Posee resistencia a una amplia
gama de antimicrobianos por la produccion de betalactamasas de amplia gama y carbapenemasas
(43).

3.3.5 Escherichia coli

Bacilo Gram negativo, catalasa positivo, oxidasa negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, siendo uno de los representantes mas caracteristicos. Crece en agar
MacConkey, denotando su capacidad de usar la lactosa, clasificandose como lactosa positivo,
ademas de ser movil, utiliza el indol (indol positivo) y descarboxila la ornitina (44). Este
patogeno es descrito para multiples infecciones, siendo uno de los mas aislados en la clinica. Para
las IPTB se le han asociado complicaciones como onfalitis neonatal, celulitis localizada en las
extremidades inferiores o superiores, fascitis necrotizante, infecciones del sitio quirtrgico e

incluso infecciones después de lesiones por quemaduras (45).
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3.3.6 Acinetobacter baumannii

Esta especie morfoldgicamente es clasificada como un cocobacilo Gram negativo,
perteneciente a los bacilos no fermentadores, oxidando la glucosa. Es inmdvil, pleomorfico,
catalasa positivo, oxidasa negativo (46). Las especies de Acinetobacter se consideran
generalmente microorganismos de baja virulencia, salvo en pacientes criticamente enfermos o
inmunocomprometidos. Estos microorganismos se asocian mas a menudo con infecciones
nosocomiales que comunitarias, siendo asociado mayoritariamente A. baumannii como especie
de infeccién nosocomial (47). A. baumannii tiene una serie de mecanismos de resistencia, que
incluyen B-lactamasas, enzimas modificadoras de aminoglucosidos, bombas de flujo de salida,
defectos de permeabilidad y modificaciones de los sitios objetivo (48). Estos mecanismos hacen

que las infecciones por este agente sean de dificil tratamiento y erradicacion del patégeno.

3.4 Caracteristicas de los agentes de IPTB en la formacion del biofilm

El biofilm es una asociacidn bacteriana compleja, donde existe una Unica poblacion bacteriana
con caracteristicas en comun. Es formado por un conjunto complejo de proteinas, polisacaridos
y el ADN en una matriz polimérica extracelular de produccion propia. Puede encontrarse en
varias superficies, incluyendo sistemas naturales acuaticos o de agua potable, tejidos vivos,
dispositivos médicos, entre otros. Posee una arquitectura Unica, donde existen ademas de los
elementos mencionados y agua, agujeros disefiados de forma especifica que permite la difusion
de nutrientes, gases y agentes antimicrobianos a través del biofilm; sin embargo, el biofilm

modula su arquitectura en respuesta a estos cambios en el proceso interno y externo. Debido a la
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proximidad de las células, que intercambian sus moléculas de deteccion de quérum, pldsmidos y
cromosomas adicionales, mostrando caracter heterogéneo en cada comunidad del biofilm. (49)

El biofilm bacteriano, para su formacion consta de cinco etapas (Figura 4): unién reversible
inicial (1), union irreversible (2-3), maduracién (4) y dispersion (5). Primeramente, las bacterias
planctonicas toman contacto con la superficie a colonizar, siendo el punto de partida y pudiendo
ademas ser reversible. Las bacterias forman una monocapa, produciendo una matriz extracelular
para proteccion, la cual esta formada por polisacéridos extracelulares, proteinas estructurales,
residuos celulares y acidos nucleicos. Luego comienzan a formarse microcolonias, que muestran
un crecimiento significativo y una comunicacién célula-célula como la deteccion de quérum
sensing (QS). El biofilm crece de manera tridimensional y el apego desde esta etapa es
irreversible. En la Gltima etapa, algunas celulas del biofilm maduro comienzan a desprenderse y
dispersarse en el medio ambiente como células planctdnicas, para comenzar potencialmente un

nuevo ciclo de formacién de biofilm (50).
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Planktonic Biofilm

(5) Detachment and reversion
to planktonic growth, starting a new cycle

(2) Formation of

(1) Attachment to _ monolayer and (3) Microcolony () Mature biofilm, with characteristic
surface roduc\:‘ian of —+  formation, multi-  —» “mushroom” formed of
P matrix layer polysaccharide

Figura 4. Representacion esquematica de la formacion de biofilm. (Adaptado de Hollmann,
Perkins y Walsh, 2018) (50).

La formacion de biofilm favorece la resistencia a antimicrobianos, de esta forma impiden la
aplicacion de un tratamiento efectivo para su erradicacion. “El aumento de la resistencia a los
antibidticos del biofilm se debe a (i) difusion limitada de los agentes antimicrobianos a través de
la matriz del biofilm, (ii) la comunicacion de los agentes antimicrobianos con la matriz del
biofilm (polimero y las células), (iii) resistencia mediada por enzima, (iv) niveles de actividad
metabdlica dentro del biofilm, (v) la adaptacion genética, (vi) (bombas de eflujo) y (vii) la

estructura de la membrana externa” (49).

Streptococcus pyogenes se caracteriza por producir un biofilm colonizador en diferentes
cavidades como en la piel. Este patdgeno puede ingresar a traves de la cavidad oral y situarse en
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el tracto respiratorio superior, producir biofilm y con ello generar un fracaso terapéutico en
pacientes con faringitis recurrente (51). También puede situarse en la piel, produciendo

colonizacién y conducir a diferentes infecciones, descritas algunas en el punto 3.1.1.

Por su parte, Pseudomonas aeruginosa forma biofilm para aumentar la resistencia frente a
antimicrobianos y persistir la infecciébn, mostrando resistencia a carbapenémicos y
betalactamicos impidiendo asi un tratamiento. Se ve favorecido la formacién de biofilm en

pacientes hospitalizados inmunocomprometidos (43).

En infecciones por Staphylococcus aureus, es comun la formacion de biofilm en los catéteres
de pacientes con tratamiento de hemodialisis. Esta codificado por lo genes de virulencia ica y
hemB asociados ademas a sindromes clinicos como fibrosis quistica (52).

Staphylococcus epidermidis también desarrolla un biofilm codificado por el gen de virulencia
ica que permite la formacion en dos fases: la bacteria inicialmente se adhiere a la superficie de
un implante médico y en un segundo paso, la unién célula-célula y su acumulacion en multicapas
depende de la habilidad de las células para formar la adhesina intercelular polisacérida (PIA)
(41). Este biofilm ha demostrado ser persistente en equipos quirurgicos, por lo que su presencia
pone en riesgo cualquier tratamiento y la rehabilitacion del paciente (53).
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En Escherichia coli, el biofilm juega un papel importante tanto en la colonizacion para
multiples afecciones (previamente descritas), como también en la resistencia antimicrobiana y el
fracaso terapéutico. Estudios sefialan que las fimbrias tipo | de E. coli desempefian un papel
crucial en su fijacion a la superficie y la maduracion. También han identificado genes de
resistencia al estrés en el proceso de formacion de biofilm que ayudan a que este sobreviva en
ambientes hostiles. Ademas, juegan un rol importante los genes que este patdégeno posee para la
formacion del biofilm, puesto que también se han asociado a la sobreproduccion de la matriz de
la estructura, ayudando a la impermeabilidad para el tratamiento antimicrobiano en pacientes con

infecciones cronicas (54).

En Acinetobacter baumannii actGan multiples genes de regulacion, tanto de bombas de eflujo
u otros mecanismos de resistencia, como genes de codificacion de matriz. Estos hacen que el
biofilm que produce sea uno de los causantes de la multirresistencia de este patdgeno (55). Segun
He y colaboradores (56), la sobreexpresion de la bomba eflujo AdeFGH tiene un papel potencial

en la sintesis y el transporte de moléculas de QS durante la formacion de biofilm.

27



4. HIPOTESIS

Las sales derivadas del acido benzoico poseen actividad antimicrobiana y antibiofilm sobre

bacterias patdgenas de la piel y tejidos blandos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

- Evaluar la actividad antimicrobiana y antibiofilm de liquidos iénicos (LIs) derivados del
acido benzoico con diferentes largos de cadena en microorganismos productores de

infecciones de la piel y tejidos blandos.

5.2 Objetivos especificos

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los LIs frente a Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Acinetobacter baumannii.
- Evaluar la capacidad antibiofilm de los LIs frente a Streptococcus pyogenes,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli y Acinetobacter baumannii.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de las sales derivadas del acido benzoico

Los LlIs funcionalizados basados en acidos benzoicos utilizados fueron previamente
sintetizados, iniciandose con la formacion de los N-benzoilimidazoles, haciendo uso de la
mecanoquimica de sintesis. Esta se basa en que reactivos sélidos se trituren juntos, sin solvente
0 con un minimo de solvente, llevandose a cabo en un mortero de molinillo (FRITSCH:
Pulverisette 2) a 70 rpm y 130 mm de didmetro del recipiente de molienda. Los benzoilimidazoles
fueron obtenidos como aceites de color amarillo y fueron empleados sin previa purificacion en
la formacion final de los Lls. La reaccion de cuaternizacion se llevé a cabo por reaccion de los
diferentes N-benzoilimidazoles con los diferentes bromuros de alquilo (hexil, octil y decil) en
una proporcion 1:1,2 eq, obteniendo en un rango de 45-95% de rendimiento de reaccién. Luego,
los LIs fueron purificados por decantacion en tolueno con el fin de eliminar excesos de reactantes
y solvente. Finalmente, los LIs fueron lavados con hexano y dietileter y aislados por decantacion.
Todo lo anterior sefialado se resume en la Figura 5. La sintesis de estos LIs se enmarca dentro
del Proyecto FONDECYT INICIACION 11150390.

30



0}
i OH /MNJLNX\ a A Ny i
" 4 N T L_q_:/ —_—
HE N\fJ L‘“‘“—-\/N CO RE H2
Ry Ry Ra
11a-d 2 12a-d
Ri R Ra

52 H H H Acido benzoico

50 OH oH H Acido J4-dihidroxibenzoico
5 H OH OCH: Acido vanilico
5 OCHs OH OCHs Acido siringico

Figura 5. Esquema de sintesis de LI derivados en acidos benzoicos.

13a-d - 16a-d

Los Lls utilizados para el presente trabajo derivan de 4 precursores distintos: acido benzoico,

acido vanilico, acido siringico y acido 3,4-dihidroxibenzoico (comercialmente conocido como

acido protocatecuico). En las tablas 1, 2, 3 y 4 se detalla la estructura, nombre IUPAC,

abreviacion (principalmente utilizada en este trabajo) y pesos moleculares.
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Tabla 1. Caracterizacion quimica y nomenclatura de los LIs derivados del &cido benzoico.

Nombre IUPAC

Estructura quimica

Peso Molecular

Abreviatura

(1H-imidazol-1-il)(fenil)
metanona

Bromuro de 3-hexil-1-benzoil-
1H-imidazolio

Bromuro de 3-octil-1-benzoil-1H-
imidazolio

Bromuro de 3-decil-1-bezoil-1H-
imidazolio

172,6 g/mol

336,08 g/mol

364,12 g/mol

395,15 g/mol

[BIM]Br

[BHIM]Br

[BOIM]Br

[BDIM]Br
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Tabla 2. Caracterizacion quimica y nomenclatura de los LIs derivados del &cido vanilico.

Nombre IUPAC Estructura quimica Peso Molecular Abreviatura
(4-hidroxi-3-metoxifenil)(1H- o}
imidazol-1-il)metanona _0 N 218,07 g/mol [VIM]Br
I
HO 5
Bromuro de 3-hexil-1-(4- 0
hidroxi-3-_mt_atoxibt_anzoiI)-1H- _0 N/\\ﬁ/_\/\/\ 382,09 g/mol [VHIM]Br
imidazolio .
Bromuro de 3.octil-1-(4- o
hidroxi-3-_mt_atoxibt_:3nzoiI)-1H- _0 NN A~ 410,12 g/mol [VOIM]Br
imidazolio < MNBr
Bromuro de 3-decil-1-(4- o)
hidroxi-3-_m(_etoxib(_anzoiI)-1H- _0O N A 438,15 g/mol [VDIM]Br
imidazolio \Q/NBr
HO 8
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Tabla 3. Caracterizacidén quimica y nomenclatura de los LIs derivados del &cido protocatecuico.

Nombre IUPAC

Estructura quimica

Peso Molecular

Abreviatura

(3,4-dihidroxifenil)(1H-
imidazol-1-il)metanona

Bromuro de 3-hexil-1-(3,4-
dihidroxibenzoil) 1H-imidazolio

Bromuro de 3-octil-1-(3,4-
dihidroxibenzoil)-1H-imidazolio

Bromuro de 3-decil-1-(3,4-
dihidroxibenzoil)-1H-imidazolio

BOR s
D*W
11 \\/
T
12 \\/

204,05 g/mol

368,07 g/mol

396,10 g/mol

424,14 g/mol

[PIM]Br

[PHIM]Br

[POIM]Br

[PDIM]Br
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Tabla 4. Caracterizaciéon quimica y nomenclatura de los LIs derivados del &cido siringico.

Nombre IUPAC Estructura quimica Peso Molecular Abreviatura
(4-hidroxi-3,5- 0
dimetoxifenil)(1H-imidazol-1- 0 N 248,08 g/mol [SIM]Br
il)metanona N
HO 13 =/
0
Bromuro de 3-hexil-1-(4- o)
hldrOX|-3,5-_d|r_netox!ben20|I)- 0 NN A~ 412,10 g/mol [SHIM]Br
1H-imidazolio \Q/NBI‘
HO 14
0
Bromuro de -3-octil-1-(4- o}
hidroxi-3,5-_dir_netoxi_benzoiI)- _0 N A 440,13 g/mol [SOIM]Br
1H-imidazolio \i/NBr
HO 15
e
Bromuro de 3-decil-1-(4- o}
hidroxi-3,5-_dirnetoxi_benzoiI)- _0 N A 468,16 g/mol [SDIM]Br
1H-imidazolio \i/NBr
HO 16
o)
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6.2 Cultivos bacterianos

Las cepas bacterias utilizadas se mantuvieron congeladas en leche descremada al 20%,
conservadas a -20 °C. Las cepas utilizadas fueron: Streptococcus pyogenes (ATCC 19615),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Acinetobacter
baumannii (ATCC 19606). Antes de comenzar con los ensayos, estas bacterias fueron
sembradas en agar BHI e incubadas a 37 °C por 18 horas. Luego, se replic6 una colonia en
una nueva placa de BHI, incubandose de igual manera que las anteriores. Finalmente, se
replico una colonia de cada bacteria en un caldo BHI, incubandose a 37 °C por 18 horas para

la activacién metabolica de cada bateria.

6.3 Determinaciéon de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) por

microdilucion en placa de 96 pocillos

La actividad antimicrobiana de los LIs se evalué mediante el ensayo de microdilucion en
placa de 96 pocillos, técnica adaptada de la metodologia descrita por Eloff y colaboradores.
(1998) (57). El inoculo bacteriano fue obtenido a partir de un caldo BHI, ajustado a una
concentracion final de 0,5 McFarland en caldo Mueller-Hinton. De este estandar se realizo
una dilucion 1/10, la cual fue utilizada para el ensayo. Los LI fueron solubilizados en suero
fisiologico esteéril, ajustando sus concentraciones a un volumen final de pocillo de 210 ul. A

cada pocillo se le agregd 100 ul de caldo Mueller-Hinton y 100 ul de la solucion de LI
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correspondiente por duplicado. Las concentraciones de trabajo para los LIs fueron: 2 mM, 1
mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM, 0,0625 mM, 0,03125 mM y 0,01562 mM. A cada pocillo
se le agregaron 10 pl de la suspension de 0,5 McFarland diluido 1/10. Ademas se incluyeron
en cada placa controles de crecimiento bacteriano (control positivo) y control de medio de
cultivo (control negativo). Las placas fueron incubadas por 18 horas a 37 °C en agitacion
continua. El crecimiento bacteriano se comprob6 por medio de la adicion de 20 ul del
indicador redox cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio (5 mg/ml) en cada pocillo, revelando
viabilidad bacteriana los pocillos que tomaran una coloracion rojiza, mientas los incoloros

demostraban una efectiva accion antimicrobiana por parte de los Lls.

6.4 Determinacioén de la actividad antibiofilm

La técnica para el ensayo para la determinacion de la actividad antibiofilm fue adaptada
de Coffey y Anderson (2014) (58) y aplicada previamente en LIs por Yankata y
colaboradores (2012) (59). El inéculo bacteriano se obtuvo a partir de un caldo Mueller
Hinton previamente ajustado a una concentracion final, equivalente a un estdndar 0,5
McFarland para cada bacteria. Los LIs fueron solubilizados en suero fisioldgico estéril, y sus
concentraciones fueron ajustadas a un volumen final de pocillo de 200 pL. Las
concentraciones usadas de LI fueron 1 mM, 0,1 mM y 0,01 mM. Se agrego a cada pocillo
200 pL de caldo Mueller Hinton de la suspension de 0,5 McFarland de cada bacteria por
duplicado. Se incluy6 ademas controles de crecimiento bacteriano (control positivo). Las
placas se incubaron durante 18 horas a 37 °C sin agitacion. Luego del tiempo de incubacién,
se descartaron de los pocillos el inoculo bacteriano y se les agregd 200 ul de cada LI,
incubandose por 18 horas a 37 °C. Para revelar la formacion de biofilm, luego de la

incubacidn, se afiadieron 20 pl de solucidn de cristal violeta al 0,1% (pre-filtrada a través de
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un filtro de 0,44 um) a cada pocillo y se dejé 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, los
pocillos fueron lavados con suero fisioldgico tres veces, dejando secar las placas durante 15
minutos, para posteriormente afiadir 200 ul de etanol al 95% a cada pocillo tefiido,
permitiendo que la tincidn se solubilice e incubandolas 10 a 15 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente se agito por 10 segundos y se midio la absorbancia a una longitud de
onda de 600 nm, en el lector de placas Multiskan® GO.

6.5 Determinacién de la viabilidad celular de células HaCaT frente a LIs

6.5.1 Linea celular

Las células HaCaT provienen de queratinocitos humanos inmortalizados
espontaneamente, mediante su incubacién a una alta temperatura y una baja concentracién
de Ca*? en el medio de cultivo (60). Ademas, exhiben morfogénesis normal y expresan todos
los marcadores de superficie principales y las actividades funcionales un queratinocito
humano aislado, manteniendo una adecuada sintesis de queratina (61, 62). Crecen en

monocapa y de forma poligonal., incluso después de mas de 300 pases (63, 64).
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6.5.2 Cultivo celular

Las células HaCaT fueron cultivadas en medio DMEM — H (Dulbecco’s modified Eagle’s
médium - High Glucose) suplementado con antibi6ticos (penicilina/estreptomicina al 1%,
Gibco) y con suero fetal bovino al 10%, en placas de poliestireno de cultivo celular. Para el
crecimiento de las células, se incubaron las placas en una estufa de cultivo celular a 37 °C en
una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad, monitorizando periddicamente la
confluencia celular. Cada 3 dias aproximadamente, o cuando se obtuviera una confluencia
entre 80 a 90%, se resembro6 en una nueva placa estéril, retirando primeramente el medio de
la primera placa luego de la incubacidn, luego se lavé tres veces sucesivas con PBS estéril v,
finalmente, después de retirar el PBS, se le agregaron 700 ul de tripsina al 0,25%, incubando
esto por 10 minutos a 37 °C con 5% de CO2 y 95% de humedad. Posterior a ello, se agregaron
2 ml del medio DMEM — H con 10% de suero fetal bovino para inactivar la tripsina, se
homogenizo y se traspasé a la nueva placa, completando con 10 ml del mismo medio de

cultivo celular, incubando dicha placa a las mismas condiciones previamente sefialadas.

6.5.3 Determinacion de la viabilidad celular frente a LIs

Los LlIs utilizados en este ensayo fueron seleccionados posterior a la determinacion de la
CMI. Estos se disolvieron en PBS estéril y se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion. Para
este ensayo se utiliz6 el Kit MTT Cell Proliferation Assay (Cayman Chemical), trabajando

las células en microplaca estéril de 96 pocillos. Primeramente, luego de que la placa con
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células HaCaT tuvieran una confluencia entre 80 a 90%, se comenzd con el ensayo,
traspasando 2x10° células/ml en cada pocillo de la microplaca con medio DMEM — H con
10% de suero fetal bovino, por duplicado (adaptado de Zanoni y colaboradores (2019) (65)).
Se incluyeron pocillos controles de crecimiento celular y otros s6lo con medio de cultivo
(blanco), incubandose a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad por 24
horas. Luego, se retir6 el medio de cultivo de los pocillos y se cambié por DMEM — H con
suero fetal bovino al 10%, agregandose los LlIs a estudiar (luego de la determinacion de la
CMI) y se incubd en las mismas condiciones anteriores por 24 horas. Posterior a ello, se
descartaron 50 pl de cada pocillo de la microplaca y se agregaron 5 pl de MTT 250 mM,
incubandose bajo las mismas condiciones anteriores por 4 horas, para luego afiadir 50 ul de
solucion disolvente de cristales (Cayman Chemical) y se incubaron entre 4 a 18 horas bajo
mismas condiciones anteriores. Finalmente, se realizé la lectura a 570 nm, previa agitacion
de 10 segundos, en el lector de placas Multiskan® GO. Los resultados para este ensayo
fueron obtenidos a partir de tres experimentos independientes.

6.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos para el analisis de la actividad antibiofilm de los LIs se obtuvieron
por duplicado, determinando media aritmética y desviacion estandar, ademas del porcentaje
de actividad. Se utiliz6 el sistema GraphPad Prism 6.0 y se procedio a graficar. Se utilizo
One-Way ANOVA con Post Test Tukey para comparacion de variables y, considerando datos

estadisticamente significativos con un valor p <0,05.
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Para los datos obtenidos en la determinacion de la viabilidad celular en células HaCaT
frente a LIs, por duplicado y luego de tres ensayos independientes (N 3), se determind ECsg
a partir de las concentraciones utilizadas y el porcentaje de viabilidad celular, normalizado

en base al control de crecimiento celular (control positivo).
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7. RESULTADOS

7.1 Determinaciéon de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) por

microdilucion en placa de 96 pocillos

La CMI reportada corresponde a la ultima dilucion que no evidencid viabilidad bacteriana
(Tabla 5y 6). Esto queda en evidencia por medio de la aplicacion del indicador redox cloruro
de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio, observandose una coloracion rojiza en los pocillos donde habia
viabilidad bacteriana y los que no tenian dicha coloracion, el crecimiento y la accion
bacteriana habia sido inhibida. En la Figura 6 se ejemplifica de mejor manera lo antes
sefialado. Los pocillos fueron cargados de izquierda a derecha con LlIs, dejando siempre en
cada placa que se utilizara controles negativos y positivos, los cuales estan a la derecha de la
placa (carril 11 y 12, desde A hasta H).
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Figura 6. Placa de 96 pocillos para la determinacion de la CMI. Se aprecian las barras negras
que sefialan la Gltima dilucién donde no hubo viabilidad bacteriana. Ademas, se puede
observar el control negativo (carril 11, desde A hasta H en vertical) y el control positivo

(carril 12, desde A hasta H en vertical).

Frente a los precursores de cada derivado sintetizado, como lo son [BIM]Br, [VIM]Br,
[PIM]Bry [SIM]Br, se observé que presentan una muy baja actividad antimicrobiana frente
a ninguna de las bacterias estudiadas, resultando CMI en el limite o la mitad de la

concentracion inicial, en algunos casos mas altas que las diluciones empleadas

En Streptococcus pyogenes se observd en los derivados de acido benzoico ([BHIM]Br,
[BOIM]Bry [BDIM]Br) que, a medida que la cadena hidrocarbonada aumenta de 6 carbonos
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a 8 0 10 carbonos, la CMI disminuye considerablemente, siendo compleja su interpretacion,
puesto que refleja una CMI menor a la dilucion realizada. Este resultado es idéntico en los
derivados de &cido protocatecuico ([PHIM]Br, [POIM]Br y [PDIM]Br), siguiendo la
tendencia de que el aumento de la cadena hidrocarbonada disminuye la CMI. Sin embargo,
en los derivados de acido vanilico ([VHIM]Br, [VOIM]Br y [VDIM]Br), si bien al aumentar
la cadena desde el precursor en 6 y 8 &tomos de carbono, la actividad antimicrobiana aumenta
considerablemente, disminuyendo la CMI, la molécula con 10 atomos de carbono no
responde a este patron y aumenta de forma considerable el resultado de la CMI, en contraste
a las molécula de 6 y 8 carbonos. Lo descrito también ocurre con los derivados del &cido
siringico ([SHIM]Br, [SOIM]Br y [SDIM]Br), cuyos valores de CMI se ven aumentados.

Frente a Pseudomonas aeruginosa se observd que [BDIM]Br tiene un mejor efecto
antimicrobiano que el resto de LIs de menor cadena hidrocarbonada. Frente a los derivados
de &cido vanilico ocurre un efecto contrario al que presenta [BDIM]Br, puesto que [VOIM]Br
es el que presenta una mejor actividad antimicrobiana, siendo este compuesto el que presenta
mejor accién frente a este patdgeno y no asi [VDIM]Br, que posee una CMI mucho mayor.
En los demas derivados, tanto de acido, protocatecuico como siringico no hay una actividad

antimicrobiana frente a este patdgeno relevante, teniendo CMI altas.

Se pudo observar que Staphylococcus epidermidis es susceptible a todos los Lls de
diferentes largos de cadenas, teniendo la correlacién, en la mayoria de los casos, de una mejor
actividad antimicrobiana asociada a un largo de cadena, de forma directamente proporcional.
Sin embargo, la variacion de grupos funcionales presentes en los LIs permite variar la CMI,

haciéndola de valores un poco més altos, ocurriendo con [VDIM]Br y [SDIM]Br.
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Frente a Staphylococcus aureus, se observd que los derivados de &cido benzoico y
siringico presentan una baja CMI, relacionando esta actividad antimicrobiana elevada con la
cantidad de carbonos en la cadena alquilica que presentan en su estructura. Al igual que frente
a Staphylococcus epidermidis, [VDIM]Br y [SDIM]Br mejoran la actividad antimicrobiana,

aumentando la CMI a valores de mejor cuantificacion.

Frente a Escherichia coli se observd que existe accidon antimicrobiana alta, presentando
CMI bajas en los derivados que presentan una cadena hidrocarbonada de mayor longitud,
siendo creciente dicha actividad a medida que aumentan de 6 a 8 o 10 carbonos en [BIM]Br
y [PIM]Br. Tanto en [VHIM]Br, [VOIM]Br, [SHIM]Br y [SOIM]Br la actividad
antimicrobiana es muy alta, reflejandose en la CMI, sin embargo, la molécula [VDIM]Br y

[SDIM]Br aumenta la CMI a una dilucién mucho mayor.

Finalmente, se observo que frente a Acinetobacter baumannii, la accién antimicrobiana
por parte de algunos de los LIs aumenta conforme a que la cadena hidrocarbonada va
aumentando de tamafio, llegando a concentraciones de CMI muy bajas en los LI de 10 &tomos
de carbono como [BDIM]Br y [PDIM]Br, siendo en este ultimo la CMI de igual valor con
[POIM]Br. Por otra parte, [SDIM]Br tiene una menor actividad antimicrobiana que
[SOIM]Br, aumentando la CMI, tal como ocurre con [VDIM]Br que aumenta
considerablemente la CMI, comparandolo con [VOIM]Br.
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Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los LIs derivados del &cido benzoico y &cido vanilico.

Moléculas S. pyogenes P. aeruginosa S. epidermidis S. aureus E. coli A. baumannii
(ATCC 19615)  (ATCC27853)  (ATCC 12228)  (ATCC25923)  (ATCC 25922)  (ATCC 19606)
mM

[BIM]Br 2 2 > 2 > 2 > 2 >2
[BHIM]Br 0.25 2 0,125 0.25 05 0,5
[BOIM]Br <0,01562 0.25 <0,01562 <0,01562 0,03125 0,0625
[BDIM]Br <0,01562 0.0625 <0,01562 <0,01562 <0,01562 <0,01562
[VIM]Br ) > 2 52 >2 >2
[VHIM]Br <0,01562 0.25 <0,01562 <0,01562 <0,01562 0,0625
[VOIM]Br <0,01562 0,03125 <0,01562 <0,01562 <0,01562 <0,01562
[VDIM]Br 0.125 1 0,0625 0.25 05 1
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de los LlIs derivados del &cido protocatecuico y &cido siringico.

Moléculas S. pyogenes P. aeruginosa S. epidermidis S. aureus E. coli A. baumannii
(ATCC 19615)  (ATCC27853)  (ATCC12228)  (ATCC25923) (ATCC25922)  (ATCC 19606)
mM

[PIM]Br 1 9 > 9 >9 > >2
[PHIM]Br 0,25 1 0,25 0,5 1 05
[POIM]Br <0,01562 0,5 <0,01562 <0,01562 0,03125 0,0625
[PDIM]Br <0,01562 0,5 <0,01562 <0,01562 0,03125 0,0625

[SIM]Br 1 1 2 >2 >2 2
[SHIM]Br <0,01562 0,5 <0,01562 <0,01562 0,125 0125
[SOIM]Br <0,01562 0,25 <0,01562 <0,01562 <0,01562 0,0625
[SDIM]Br 0,0625 1 0,125 0,25 0,25 0.5
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7.2 Determinacioén de la actividad antibiofilm

Debido a que los precursores [BIM]Br, [VIM]Br, [PIM]Br y [SIM]Br no presentan una
actividad antimicrobiana importante frente a los patégenos estudiados y, dado que existen
diferencias entre el largo de la cadena hidrocarbonada y el grupo funcional frente a la
actividad antimicrobiana y la consecuente CMI, se utilizaron 12 de los 16 LlIs para realizar
la evaluacion de la actividad antibiofilm, descartando los precursores nombrados con el fin

de caracterizar de mejor manera los LIs frente a dicha actividad.

En las siguientes figuras se presenta la actividad antibiofilm de los LIs antes sefialados,
comparados por el largo de cadena hidrocarbonada de 6, 8 y 10 atomos de carbono, ademas
de comparar la actividad entre las series de LIs de acuerdo al derivado de acido benzoico.

En la figura 7, para S. pyogenes, la actividad antibiofilm de los LIs con 6 4tomos de
carbono (A), se observa que, a una concentracién de 1 mM, [VHIM]Br tiene una mayor
diferencia significativa frente a [PHIM]Br y [SHIM]Br (p<0,001), y este ultimo frente a
[PHIM]Br (p<0,001). A una concentracion de 0,1 mM de L1, la tendencia se repite, habiendo
diferencia significativa [VHIM]Br frente a [SHIM]Br (p<0,001). Finalmente, para una
concentracion de 0,01 mM, la diferencia significativa es mas marcada graficamente entre
[VHIM]Br frente a [SHIM]Br y frente a [PHIM]Br, ademas [BHIM]Br tiene diferencias

significativas (p<0,001) frente a estos tltimos dos LIS.
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En (B), las mayores diferencias significativas (p<0,001) se acentUan entre [VOIM]Br y
[SOIM]Br frente a [POIM] a una concentracion de 1 mM. Para una concentracion de 0,1
mM, la actividad antibiofilm disminuyé por parte de [VOIM]Br y [SOIM]Br, habiendo
diferencias significativas frente a [POIM]Br (p<0,001), aumentando este la actividad
antibiofilm. A 0,01 mM solo se observan diferencias significativas entre [VOIM]Br vy
[BOIM]Br frente a los demas LIs (p<0,001).

En (C), a una concentracion de 1 mM, hay diferencias significativas entre los cuatro LI
(p<0,001), siendo mas relevante las diferencia entre [VDIM]Br frente a [PDIM]Br (p<0,05)
por disminuir el porcentaje de biofilm, teniendo este una menor actividad que el anterior. A
una concentracion de 0,1 mM no se observan diferencias significativas entre los cuatro LIs y

poco relevantes a 0,01 mM.
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Figura 7. Actividad antibiofilm de los Lls frente a S. pyogenes. (A)
representa a los LIs con cadenas de 6 carbonos, (B) a los LIs con cadenas
de 8 carbonos y (C) a los LIs con cadenas de 10 carbonos. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; + p<0,05; + p<0,01; +++ p<0,001. # p<0,05; ##
p<0,01; ### p<0,001

50



Para la figura 8, al comparar en (A) a una concentracion de 1 mM, existe diferencia
significativa de [BHIM]BTr frente a los otros LIs (p<0,01). A una concentracion de 0,1 mM,
existe diferencia significativa nuevamente de [BHIM]BTr frente a los demaés LlIs (p<0,001),
disminuyendo ain mas el porcentaje de biofilm. A 0,01 mM, la actividad de los LIs aumenta
considerablemente en contraste a las demas concentraciones utilizadas, habiendo diferencia
significativa entre [VHIM]Br y [PHIM]Br (p<0,01), como este ultimo frente a [SHIM]Br
(p<0,01), demostrando mejor actividad [VHIM]Br y [SHIM]Br a esta concentracion frente a

las demas series de LIs.

En (B), a 1 mM, se observan diferencias significativas en todos los Lls, teniendo menor
actividad [BOIM]Br frente a los demas (p<0,001), siendo mas destacables la diferencia
significativa de [VOIM]Br frente a [POIM]Br y frente a [SOIM]Br (p<0,01), habiendo una
mayor actividad antibiofilm con [VOIM]Br. A una concentracion de 0,1 mM hay notable
diferencia significativa entre [BOIM]]Br frente a [POIM]Br y [SOIM]Br (p<0,001),
aumentando su actividad, ademas no hay diferencia significativa entre [BOIM]Br y
[VOIM]Br. A 0,01 mM, [BOIM]Br, [VOIM]Br y [POIM]Br no exhiben diferencia entre
ellos, pero si hay diferencia significativa de cada uno frente a [SOIM]Br (p<0,01), siendo

este Ultimo el de menor actividad antibiofilm a esta concentracion.

Para (C), a1 mM la diferencia significativa resalta entre [BDIM]Br frente a [VDIM]Br y
[SDIM]Br (p<0,01), presentando la mejor actividad. A 0,1 mM, si bien la actividad
disminuye, la diferencia significativa resalta en [BDIM]Br frente a [SDIM]Br (p<0,01). A
una concentracion de 0,01 mM, la actividad mejora frente a las concentraciones usadas
anteriormente en (C), siendo [PDIM]Br la que posee mejor actividad, teniendo diferencias
significativas frente a [VDIM]Br y [SDIM]Br (p<0,001).
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Figura 8. Actividad antibiofilm de los LlIs frente a P. aeruginosa. (A)
representa a los LIs con cadenas de 6 carbonos, (B) a los LIs con cadenas
de 8 carbonos y (C) a los LIs con cadenas de 10 carbonos. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; + p<0,05; + p<0,01; +++ p<0,001. # p<0,05; ##
p<0,01; ### p<0,001
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En la figura 9, la actividad antibiofilm para S. epidermidis en (A), se observa que existe
mayor actividad en [BHIM|Br frente a [ VHIM|Br y [PHIM|Br (p<0,01), como en [SHIM|Br
frente a [PHIM]Br (p<0,01). A 0,1 mM, si bien [BHIM]Br tiene diferencias significativas
frente a los demas LlIs (p<0,01), es mayormente destacable la actividad de [VHIM]Br y
[SHIM]Br frente a [PHIM]Br, siendo significativa dicha diferencia (p<0,001). Al usar una
concentracion de 0,01 mM, este efecto no es similar, puesto que existe diferencias
significativas entre [VHIM]Br y [SHIM]Br (p<0,05), siendo este Gltimo con una mayor

actividad.

En (B), con 1 mM existen diferencias significativas de [BOIM]Br frente a [POIM]Br y
[SOIM]Br (p<0,001), sin embargo, es [VOIM]Br quien exhibe mayor actividad, teniendo
diferencias significativas frente a [SOIM]Br y [POIM]Br (p<0,01). A 0,1 mM las diferencias
significativas resaltan en [POIM]Br frente a [VOIM]Br y [SOIM]Br (p<0,001), siendo estos
ultimos los que poseen menor actividad. Sin embargo, a 0,01 mM, es [BOIM] quien presenta
la mayor actividad y también la mayor diferencia significativa frente a los deméas Lls
utilizados (p<0,001).

En (C), a1l mM, es [BDIM]Br quien presenta diferencias significativas frente a los demas
LIs (p<0,01), presentando la menor actividad. Esto ocurre de igual forma a 0,1 mM,
disminuyendo ain mas la actividad, sin embargo, [SDIM]Br presenta diferencia significativa
frente a [PDIM] (p<0,05). Finalmente, a 0,01 mM, la actividad es dispar, puesto que las
actividades de todos los LIs disminuyen en contraste a todos descritos para esta bacteria,
teniendo diferencias [BDIM]Br con [PDIM]Br, como este tltimo con [SDIM]Br (p<0,001).
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Frente a S. aureus en la figura 10, en (A), a una concentracion de 1 mM, el resultado mas
significativo se observa en [BHIM]Br frente a los demas LIs (p<0,001). A 0,1 mM no ocurre
lo mismo que lo anterior, puesto que si existe diferencias significativas de [BHIM]Br frente
a los demaés LlIs (p<0,001), sin embargo, la menor actividad la presenta [SHIM]Br. A 0,01
mM, [VHIM]Br presenta diferencias significativas frente a [BHIM]Br y [SHIM]Br (p<0,01),

pero son estos Ultimos con mejor actividad.

En (B), a1l mM, lo mas relevante es la actividad que posee [VOIM]Br, la cual es mas alta
que en los otros Lls independiente de la cantidad de carbonos, mostrando diferencias
significativas ante [POIM]Bry [SOIM]Br (p<0,001). A 0,1 mM este resultado se ve alterado,
puesto que disminuye su actividad pero manteniendo la diferencia significativa frente a los
mismos LlIs, pero [BOIM]Br presenta aumento de actividad, mostrando diferencias
significativas frente a los demés LlIs (p<0,01). Con 0,01 mM solo hay diferencias
significativas de [SOIM]Br frente a [VOIM]Br (p<0,05), no siendo relevantes puesto que

presentan menor actividad a esta concentracion para todos los LlIs.

En (C), es [BDIM]Br quien presenta mejor actividad con la consecuente diferencia
significativa frente a [VDIM]Br y [PDIM]Br (p<0,01). A una concentracion de 0,1 mM,
[BDIM]Br posee diferencia significativa frente a [SDIM]Br (p<0,01), presentando este
ultimo mejor actividad que el primero. En 0,01 mM, la actividad varia, disminuyendo la
actividad en [SDIM]Br y aumentando en [PDIM]Br, donde existe diferencia significativa
(p<0,01).
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Figura 10. Actividad antibiofilm de los Lls frente a para S. aureus. (A)
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En la figura 11, para la actividad de los Lls frente a E. coli, en (A), a una concentracion
de 1 mM, no existen diferencias significativas en las series de LIs. Con 0,1 mM, la diferencia
estadistica mas destacable es [VHIM]Br frente a [SHIM]Br (p<0,01), donde este ultimo
presenta mejor actividad. A 0,01 mM no se observa diferencia estadisticamente significativa

frente entre los Lls.

En (B) a 1 mM, la diferencia significativa mas importante es [VOIM]Br frente a
[POIM]Br y [SOIM]Br (p<0,001), donde presenta mejora la actividad antibiofilm de mejor
forma que el resto de los Lls, independiente de la cantidad de carbonos. A 0,1 mM esta
actividad disminuye levemente pero sigue siendo significativa la diferencia frente a
[POIM]Br y [SOIM]Br (p<0,01). Con 0,01 mM de LI usado, la diferencia de actividad se
acorta, disminuyendo ain mas para [VOIM]Br frente a [POIM]Br y [SOIM]Br habiendo, sin
embargo, diferencia significativa (p<0,05). Donde la actividad mejora es en [BOIM]Br frente
a [POIM]Br y [SOIM]Br, mostrando significancia estadistica (p<0,01).

En (C), solo muestra diferencia significativa [BDIM]Br (p<0,05) frente a los demas LIs a
una concentracion de 1 mM. Usando una concentracion de 0,1 mM, no existe diferencia
significativa entre los LIs. Con 0,01 mM, existe diferencia significativa entre [BDIM]Br y
[SDIM]Br (p<0,01), mostrando el primero mejor actividad antibiofilm, a su vez, [SDIM]Br
presenta diferencia significativa menor frente a [VDIM]Br (p<0,05), teniendo este ultimo

una actividad graficamente similar con [BDIM]Br.
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Finalmente, para la figura 12, en (A), usando 1 mM de concentracion de LI, existe
diferencia estadistica por parte de [BHIM]Br frente a los demaés LIs (p<0,01). Usando como
concentracion 0,1 mM, [PHIM]Br exhibe diferencia estadisticamente significativa frente a
los demaés LIs (p<0,001), presentando para este caso una menor actividad que los demaés. La
tendencia anterior se mantiene al usar una concentracion de 0,01 mM, puesto que [PHIM]Br
presenta diferencia significativa frente a [SHIM]Br (p<0,01), siendo para esta serie particular

de 6 carbonos la actividad mas alta antibiofilm.

En (B), a 1 mM, [VOIM]Br presenta diferencia significativa frente a [POIM]Br y
[SOIM]Br (p<0,01), siendo este resultado el més relevante para la actividad antibiofilm de
los LlIs frente a A. baumannii, puesto que es de mayor actividad independiente de la cantidad
de carbonos de la cadena alquilica. Al utilizar 0,1 mM, [POIM]Br posee diferencia
significativa frente a los demas (p<0,001), presentando mayor actividad que estos. Al
disminuir la concentracion a 0,01 mM, persiste la diferencia significativa de [VOIM]Br
frente a [POIM]Br y [SOIM]Br (p<0,01), teniendo mejor actividad antibiofilm, pero no

homologandose a la de concentracion de 1 mM.

Por ultimo, en (C), utilizando 1 mM, se observa diferencia significativa de [VDIM]Br
frente a [PDIM]Br y [SDIM]Br (p<0,001), teniendo [VDIM]Br una actividad practicamente
nula (muy cercana al 100% de biofilm). Al utilizar 0,1 mM de concentracion, es [PDIM]Br
quien exhibe menor actividad antibiofilm, teniendo diferencias significativas frente a los
demas LlIs (p<0,001). Por otra parte, al utilizar 0,01 mM de concentracion de LI, las
actividades antibiofilm por parte de los compuestos es similar, no observandose diferencia

significativa.
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representa a los LIs con cadenas de 6 carbonos, (B) a los LIs con cadenas
de 8 carbonos y (C) a los LIs con cadenas de 10 carbonos. * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001; + p<0,05; + p<0,01; +++ p<0,001. # p=<0,05; ##
p<0,01; ### p<0,001
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7.3 Determinacién de la viabilidad celular de células HaCaT frente a LIs

Luego de obtenida la CMI para los LIs (Tablas 5 y 6), se determind la viabilidad celular
en células HaCaT frente a los LIs [BDIM], [VOIM], [PDIM] y [SOIM] a 3 concentraciones
distintas: ala CMI del L1, al doble de la CMI y a la mitad de la CMI. Por fines metodolégicos,

las concentraciones utilizadas para este ensayo fueron ajustadas, de acuerdo a lo detallado en
la Tabla 7.
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Tabla 7. Determinacion de la viabilidad celular de los LlIs frente a células HaCaT expresado

en ECso.
Molécula Estructura CMI ECso
(0] _
NN e
[BDIM] , = 0,016 MM 50,032 mM
O
-0 N NN N N
[VOIM] e Nar 0,016 MM (,0224 mM
HO 8
(@]
HO NN
[PDIM] </ "Br 0,016 MM >0,032 mM
HO 12
(0]
-0 NN~
[SOIM] N 0,016 MM 00173 mM
HO 15
/O
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8. DISCUSION

La alta incidencia de la IPTB, su diagndstico y tratamiento complejo, hacen que sea
necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapeuticas. Si bien, tanto el uso de tratamiento
antimicrobiano como el quirdrgico se alzan como los ideales para combatir las IPTB, este
ultimo es alto costo y de minucioso cuidado post operatorio; por su parte, el uso de
antimicrobianos de amplio espectro y muchas veces sin la correcta posologia, contribuyen a
la répida proliferacién de mecanismos de resistencia a estas drogas, dejando sin opcion a
tratamiento para la erradicacion de las IPTB. El impacto mundial de la resistencia a los
antimicrobianos llega a tal punto que, segun el informe O"Neill de 2016 (66), las infecciones
bacterianas causaran mas muertes por las resistencias a los antimicrobianos que el cancer en
el aflo 2050, siendo la resistencia antimicrobiana la primera causa de muerte por enfermedad

en el mundo.

Ademas de este aumento importante de la resistencia antimicrobiana por parte de los
agentes productores de IPTB, la produccion de biofilm tiene una directa relacién con los
mecanismos de resistencia, principalmente la produccién de genes codificadores de dichos
mecanismos, puesto que se ha asociado a un aumento en su produccion y conduccién a un
fracaso terapéutico frente a carbapenémicos en Pseudomonas aeruginosa (67) como a

Staphylococcus spp frente a diversos grupos de antimicrobianos. (68).
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Las alternativas para combatir esta problemética se centran en caracterizar un compuesto
y evaluar su actividad frente a diversos patogenos, siendo de amplio estudio e importancia
compuestos como los LIs, tanto por su eficacia antimicrobiana como las caracteristicas de su
sintesis, ya que disminuyen la utilizacién de solventes organicos y no generan residuos,

haciendo procesos méas seguros para los operadores, el laboratorio y el medio ambiente (69).

Los LIs que se evaluaron en la presente memoria son de caracteristicas poco comunes,
puesto que derivan del acido benzoico (caracterizado como un polifenol) cuya naturaleza
quimica lo hace muy diferente a los LIs ya reportados en la literatura. Esta sintesis y
aplicacion de los LlIs derivados del acido benzoico, frente a bacterias productoras de IPTB,
es la pionera en toda la literatura cientifica, no hay reportes ni trabajos similares en la

utilizacion de estos liquidos particulares.

El estudio de Luczak y colaboradores (2010) (70) confirman primeramente que, a medida
que la cadena hidrocarbonada aumenta en el numero de carbonos, la actividad
antimicrobiana, reflejada en la CMI, aumenta considerablemente en sales derivadas de
imidazolio. Busetti y colaboradores (2010) (71), al analizar tanto bacterias Gram positivo,
Gram negativo, asi como diversos hongos, describieron que existe una clara dependencia
entre el largo de cadena del sustituyente alquilo con la actividad antimicrobiana. Estas
conclusiones se repiten ampliamente para diversos LIs. Ademas ambos autores sefialan que

la modificacion del grupo principal del LI, puede modificar la actividad antimicrobiana.
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Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos, estas afirmaciones no se cumplen del
todo, puesto que, si bien, a diferentes longitudes de cadena la actividad antimicrobiana tiende
a aumentar (como en el caso de los sustituyentes con acido benzoico y &cido protocatecuico),
esta es variable para una misma serie de LI utilizados, comportandose de diferente forma de
acuerdo al grupo que esté constituyendo al anillo benzoico y no en la gran mayoria por su
largo de cadena hidrocarbonada sustituyente. Este primer hallazgo rompe con los paradigmas
presentados ampliamente sobre la longitud de la cadena hidrocarbonada y su directa relacion
con la actividad antimicrobiana, pero a la vez, los resultados obtenidos también orientan a
que la variacién del constituyente principal del &cido benzoico modifican la actividad
antimicrobiana. Esto, segun Sénchez-Maldonado y colaboradores (2011) (72), se explica
porque al aumentar la cantidad de grupos hidroxilo en el sustituyente principal de los
derivados del &cido benzoico, la actividad antimicrobiana disminuye. Al realizar la
sustitucion del hidroxilo por el metoxilo, la actividad antimicrobiana aumenta
considerablemente, puesto que aumenta la lipofilia del acido y permitiendo una mejor
interaccion con la bacteria. Por lo tanto, para estos LlIs, la longitud de cadena no condiciona
completamente la actividad antimicrobiana, sino que la variabilidad del grupo funcional
contribuye notablemente a esa actividad, particularmente frente al 4cido benzoico (que no
presenta grupos hidroxilo, pero si tiene pobre lipofilicidad) y el acido protocatecuico (que
posee doble grupo hidroxilo) en contraste con el acido vanilico (con un hidroxilo y metoxilo)

y el &cido siringico (con dos metoxilo), utilizados en esta memoria.

Frente a algunos antioxidantes, como de los que derivan los Lls utilizados en esta
memoria, se han descrito actividades antimicrobianas frente a diversos patégenos, como la
aplicacion del acido siringico frente a Cronobacter sakazakii disminuyendo su crecimiento
bacteriano y causando disfuncion de la membrana celular, lo que se evidencio por la
disminucion de la concentracion de ATP intracelular, entre otros hallazgos (73). Miklasifiska

y colaboradores (2015), utilizando éster etilico del acido protocatecuico demostré que este
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compuesto tiene actividad antimicrobiana relativa y variable frente a diversas cepas de S.
aureus, pero que al combinarse con antibiéticos como eritromicina y clindamicina la
actividad mejora. Estos antecedentes confirman que, primeramente, los compuestos
derivados de polifenoles poseen actividad antimicrobiana a diversa escala. Sin embargo, al
modificarlos e incluirlos dentro de un LI, esta actividad mejora, de acuerdo a lo presentado

en esta memoria.

En ensayos con derivados de N-Cinamil imidazolio por parte de Forero-Doria y
colaboradores (2018) (74), presentan CMI para S. pyogenes, S. epidermidis y S. aureus de
0,03125 mM usando moléculas de 10 &tomos de carbono en su cadena alquilica, siendo esto
superado ampliamente por los LIs utilizados en esta memoria, arrojando una CMI <0,01562
mM en las cuatro series hasta ocho atomos de carbono en la cadena. Sin embargo, son en
[VDIM]Bry [SDIM]Br donde la CMI cambia, aumentando y siendo un valor exacto mucho
mayor al de las otras series, tanto de la cantidad de carbonos como el grupo funcional. Para
E. coli, P. aeruginosa y A. baumannii los valores de CMI difieren, siendo para el primero 0,5
mM, para el segundo >2 mM y para el Gltimo 1 mM en cadenas de 10 carbonos en la cadena
alquilica. De acuerdo a lo obtenido en esta memoria, para los tres patdgenos existen una
relacién directa con la cantidad de carbonos en la cadena alquilica, presentando CMI mucho
mas bajas a las reportadas por Forero-Doria y colaboradores (2018), aunque ocurre el mismo
fendmeno que con los microorganismos Gram positivos, donde [VDIM]Br y [SDIM]Br
aumentan su valor respecto a los de cadena hidrocarbonada menor, esto significa que a pesar
de que la relacion “largo de cadena hidrocarbonada-actividad antimicrobiana” se cumpla, en
los dos LIs recién mencionados no ocurre eso, tendiendo a corregir la CMI, aumentandola y
arrojando un valor exacto. Sin embargo, estos LIs derivados de acido benzoico tienen una
notable mejora en la CMI, aumentando considerablemente su actividad antimicrobiana tanto

contra Gram negativos como positivos.
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La resistencia de P. aeruginosa frente LIs derivados del imidazolio, segun Santos y
colaboradores (2014) (75), demuestran que este microorganismo es tolerante frente a la
accion de 9 Lls diferentes, presentando crecimiento al aplicar concentraciones que van desde
los 15 mM hasta sobre los 800 mM. Esto se explica por los diversos mecanismos de tolerancia
a los disolventes organicos que presenta la bacteria, reflejando la dificil erradicacion. Frente
a esto, los Lls utilizados para esta memoria muestran una mejoria notable frente a este
patogeno, arrojando CMI<0,01532 mM como valor menor y CMI>2 mM. Ferraz y
colaboradores (2014) (76) utilizaron Lls acoplados a antibidticos como la ampicilina,
mostrando una mejora importante en la accion antimicrobiana frente a bacterias Gram
positivas, siendo S. aureus el de mayor mejora, disminuyendo su CMI 100 veces més
(llegando a 0,005 mM). Si bien, este resultado no es comparable con lo realizado en esta
memoria, demuestra que los LIs son una alternativa sustancial para el tratamiento para este
patdgeno. Los LlIs utilizados en esta memoria, particularmente para S. aureus, no presentan
el mismo valor de CMI presentado por Ferraz y colaboradores, pero de igual manera poseen
una CMI muy baja y variable, no dependiendo de los antibidticos para mejorar la actividad
antimicrobiana. Venkata y colaboradores (2012) (59) evaluaron la actividad antimicrobiana
de 1-alquil-3-metilimidazol, siendo mas alta frente a la bacteria Gram positivo (S. aureus)
(CMI 310 mM) comparado con la Gram negativo (P. aeruginosa) (CMI 1,25x10° mM), esto
contrasta a la accion de los Lls utilizados en esta memoria, siendo estos de mucha mejor

actividad antimicrobiana ante dichos patdgenos.

El fendbmeno que ocurre con los LIs con 10 atomos de carbono es complejo de dilucidar.
Tanto el acido vanilico como el acido siringico tienen alta lipofilicidad por sus grupos
metoxilo en la estructura, ademas la cadena hidrocarbonada contribuye a esta caracteristica,
mas aun con una cadena de 10 carbonos. Para este fendmeno se sospecha de que esta
lipofilicidad se puede ver perjudicada por el alto peso molecular de los LlIs, una posible

variacion en la rotacién del compuesto al estar presente en el medio, fallando la interaccion
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que posee el LI con la bacteria y con ello, disminuir cuantitativamente la actividad
antimicrobiana. Esto es motivo de controversia, puesto que a una longitud de cadena mayor
la actividad antimicrobiana deberia ser mucho mayor. Sin embargo, este hallazgo puede ser
importante para dilucidar la actividad que pueda poseer estos LIs frente a otros sistemas

(como celulares, in vivo u otros).

Frente a Gram positivos, los LIs tienen una accion sumamente eficaz, puesto que su pared
bacteriana es permeable que, por lo general, no restringe ciertos metabolitos como
antimicrobianos (77), favoreciendo la accion de los LIs. En Gram negativos, la actividad
antimicrobiana por parte de los LIs disminuye tanto por la impermeabilidad que le otorga
una doble pared y morfologia distintiva, como también los diversos métodos de resistencia
antimicrobiana (78). La actividad antimicrobiana menor en P. aeruginosa como en A.
baumannii, en contraste con E. coli, se debe tanto a la producciéon de mecanismos de
expulsién y erradicacion de sustancias como la resistencia intrinseca que presentan a diversos

antimicrobianos (79).

A pesar de estos resultados notablemente prometedores para combatir estos
microorganismos, es necesario dilucidad completamente la CMI para algunos LlIs, puesto
que los resultados obtenidos en algunas determinaciones arrojan CMI<0,01562 mM,
impidiendo determinar correctamente este parametro. Por ello, es necesario implementar mas
diluciones a menores concentraciones de esta CMI para caracterizar de mejor forma la

actividad antimicrobiana de los Lls.
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En relacion a la determinacion de la actividad antibiofilm de los LlIs, los resultados para
esta memoria revelan que las mejores actividades son relacionadas al LI derivado del acido
vanilico. Para S. pyogenes mostro mejor actividad [VHIM]Br a 1 mM, una reduccién del
biofilm entre el 20 al 30%, también aporta una buena actividad [VDIM]Br cercana al 40%
(Figura 7). El biofilm de P. aeruginosa se observa mejor reduccion por medio de [VHIM]Br
a 0,01 mM con cerca del 40% de inhibicion del biofilm (Figura 8). En S. epidermidis la
actividad cambia, siendo de mejor accion [BOIM]BTr con cifras cercanas al 60% de inhibicién
al 0,01 mM, sin embargo, muy de cerca siguen a este resultado [VHIM]Bry [SHIM]Bra0,1
mM (Figura 9). Por otra parte, tanto S. aureus (Figura 10), E. coli (Figura 11) como A.
baumannii (Figura 12) mantienen la tendencia frente a la inhibicién del biofilm bacteriano,

siendo [VOIM]Br a1 mM quien tiene mejor accion, cercana al 40% de inhibicion de biofilm.

En 2012, Venkata y colaboradores (59) evaluaron la capacidad antibiofilm de 1-dodecil-
3-metilimidazol en S. aureus y P. aeruginosa, donde obtuvieron una mejor actividad
antibiofilm frente a bacterias Gram positivas que en Gram negativas, mostrando efectividad
del LI, concordante a los resultados obtenidos en esta memoria. Busetti y colaboradores
(2010) (71), al utilizar bromuro de 1-alquilquinolina como LI frente a bacterias planctonicas
y patdégenos como S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y S. epidermidis la actividad antibiofilm
mejora a medida que el largo de cadena aumenta en la ramificacién hidrocarbonada frente a
todos los patdgenos, independiente su morfologia. Sin embargo, frente a los resultados
obtenidos, es el tipo de sustituyente en el LI quien ejerce diferencias en cuanto a la actividad

antibiofilm por sobre la cadena hidrocarbonada.

De acuerdo a lo investigado por Sethupathy y colaboradores (2017) (80) con &cido

vanilico frente a Serratia marscescens y su biofilm, sus resultados revelan que primeramente,
69



las enzimas lipoliticas que utilizan los patdgenos para destruir la bicapa fosfolipidica, y con
ello comenzar la colonizacion bacteriana, son reducidas frente a la accion del acido vanilico,
como también aporta en la reduccién del acido nucleico, proteinas de sintesis, carbohidratos
y el contenido de acidos grasos de la EPS (Sustancia Polimérica Extracelular), siendo este
ultimo polimeros naturales de alto peso molecular que secretan los patdgenos, estableciendo
con ello la integridad funcional y estructural del biofilm, determinando las propiedades
fisicoquimicas de este (81). Con estos resultados, los autores sugieren que el acido vanilico
tiene efectos en la produccion de biofilm, desestabilizandolo e inhibiendo el QS del biofilm,

efectos que son dependientes de la concentracién de &cido vanilico que se utilice.

Lo anterior se correlaciona lo obtenido en esta memoria, siendo el &cido vanilico el que
posee mejor actividad antibiofilm tanto como en Gram negativos como Gram positivos,
también viéndose favorecido por la lipofilicidad que posee este &cido, ya descrito
anteriormente. Sin embargo, existen diferencias en la concentracion usada frente a cada
bacteria, como también el largo de cadena hidrocarbonada en cada acido, teniendo
variaciones importantes que son dificiles de dilucidar por lo poco descrito de la actividad
antibiofilm de este tipo de compuestos. Lo que se puede asumir es que, a una concentracion
de 1 mM de LlIs derivados de &cido vanilico, pareciera ser la mejor alternativa para destruir

el biofilm bacteriano.

A pesar de la buena efectividad frente al biofilm por parte de los LIs, hay algunos, en su
mayoria derivados del acido protocatecuico que, independiente de la cantidad de carbonos y
concentracion utilizada, muestran un porcentaje de biofilm sobre o cercano al 100%,
pudiendo interpretarse esto como que el LI tiende a estimular la formacién en el pocillo

utilizado. Esto posiblemente es errado, puesto que debido a la estructura que posee este acido
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tendria la facilidad de interaccionar con la matriz del biofilm, que est4d compuesto en gran
medida por agua, pudiendo hacer enlaces tipo puentes de hidrdgeno. Esto puede hacer que el
LI a diferentes concentraciones no permeabilice el biofilm, quedando retenido por estos
enlaces y al realizar la medicidn espectrofotométrica, esta se altere aumentando el valor de
biofilm, equivalente a un porcentaje. Ademas, juega un rol crucial el tipo de biofilm y que
tan permeable para que el LI actué. Sin embargo, Ferrer y colaboradores (2017) (82)
demostraron que formandose el biofilm, por medio del analisis en tiempo real de biofilm en
cepas de S. aureus y S. epidermidis, la eficacia de los antibidticos se reduce drasticamente y
las concentraciones sub-inhibitorias de algunos antibi6ticos, como linezolid y claritromicina,
estimulan el crecimiento del biofilm. No obstante, frente a los LIs utilizados, no es posible
determinar esta hipotesis comprobada por los investigadores, puesto que la caracterizacién
quimica es diferente, como la cinética de estos y la accion directa en alguna de las estructuras
de la bacteria. Por ello, es necesario continuar el analisis a diferentes concentraciones de LI
para establecer si realmente pueden estimular la formacion del biofilm o es la accion de

fuerzas electroquimicas las responsables de este fenémeno.

Si bien, los LIs presentan una eficaz accién frente a diversos patdgenos, es sabido que la
accion frente a organismos eucariotas es perjudicial, siendo moléculas funcionales pero
toxicas. Los Lls cationicos se ven afectados por la atraccidn electrostatica a los lipidos
cargados negativamente en la membrana de las células de los mamiferos, se ha descrito que
las interacciones de membrana con los LIs pueden ser perjudiciales. Un aumento en la
longitud de la cadena lateral cationica de un LI podria estar directamente relacionado con un
aumento en la actividad en la membrana, la presencia y el nimero de atomos de oxigeno, y
la longitud total de las cadenas laterales cationicas emergen como elementos estructurales y

bioldgicos cruciales que se deben tener en cuenta para el disefio del LI (83).
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Lo anterior queda demostrado en los estudios de Li y colaboradores (2012) (26),
McLaughlin y colaboradores (2012) (27), entre otros, por lo que es posible con ello estimar
que, los LIs con cadenas hidrocarbonadas superiores a 10 atomos de carbono, tienden a
aumentar la toxicidad frente a diversas células eucariotas, tendiendo a una mayor
bioacumulacion en la membrana lipidica debido a la similitud molecular de los LIs con la
membrana (84). Este antecedente impediria utilizar LIs como alternativa terapéutica eficaz

frente a patdgenos de diverso tipo, sin causarle dafo a la célula.

Sin embargo, de acuerdo a los datos obtenidos en esta memoria, si bien el largo de cadena
influye en la toxicidad celular, el mecanismo que hace citotdxicos a estos LIs funcionalizados
con &cido benzoico pareciera ser dicha funcionalizacion. Esto porque los LIs [BDIM] y
[PDIM] son los que poseen una menor toxicidad celular, reflejado en el ECsg, puesto que el
primero no posee un grupo funcional en el anillo benzoico y el segundo posee 2
hidroxilaciones, pudiendo contribuir a la disminucion (con concentraciones de toxicidad
celular >0,032 mM). Por su parte, [VOIM] y [SOIM] aumentan la toxicidad frente a las
células, esto por la lipofilia que les confiere la funcionalizacion con los grupos metoxilo, tal
como ocurre frente a las membranas bacterianas. Sin embargo, dicha toxicidad no alcanza a
ser igual a la concentracion a la cual el LI actda frente a los patdgenos estudiados (0,0224
mM y 0,0173 mM respectivamente; 0,01562 mM CMI), por lo tanto, los LIs estudiados
acttan tanto frente a patégenos de la piel y tejidos blandos y no producen accion citotoxica

frente a queratinocitos humanos (células HaCaT), siendo LIs funcionales y no toxicos.

Dobler y colaboradores (2013) (85), en ensayos de citotoxicidad en células HaCaT con
Lis [HMIM][CI] y [BMIM][PFe] determinaron una concentracion de 5 y 7 mM

respectivamente, expresado en ECso, en donde los LIs no producian toxicidad frente a las
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células. Hwang y colaboradores (2018) (86), utilizando células HaCaT, describieron que la
citotoxicidad celular es mayor cuando se utilizan LIs como [EMIM][TSFI] o [BMPY][TSFI]
que con [EMIM][PFe], demostrando asi que el cation puede no ser el causante de la toxicidad
celular, sino que el anion conjugado en la molécula, aplicando una concentracion de 10 mM

para todas las comparaciones entre moléculas.

Por lo tanto, los LIs funcionalizados con &cido benzoico presentados en esta memoria, a
diferencia de los ya estudiados en la literatura cientifica, poseen concentraciones bajas de
toxicidad celular, ademéas de no dafiar células como queratinocitos, en donde una infeccion
bacteriana pudiera propagarse Yy, junto con ello, actuar como inhibidor del crecimiento
bacteriano a concentraciones menores que las citotoxicas para las células, de acuerdo a los
datos ya mencionados. Esta premisa puede fortalecer la hipotesis de que estos LlIs
funcionalizados con acido benzoico, y Unicos en la literatura cientifica con dicha
funcionalizacion, logren ser una alternativa terapéutica seria frente a los patdégenos de la piel

y tejidos blandos.
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9. CONCLUSION

Los LIs son una fuente nueva investigacion de las mas diversas tematicas, las aplicaciones
que pueden obtenerse de ellos es objeto de estudio exhaustivo, sobre todo para el beneficio
transversal en la poblacion, bajo el concepto de “quimica verde”. Actualmente tienen un foco
de atencion particular en base a las nuevas terapias para enfrentar patégenos de infecciones

comunes, como herramienta terapéutica prometedora, de facil acceso y de buena accion.

Por el gran auge que ha tenido a nivel mundial la aparicion de bacterias multirresistentes,
se hace urgente recurrir a nuevas terapias como las que prometen los Lls. En la presente
memoria, mediante la evaluacién de la CMI y la actividad antibiofilm, los LIs derivados de
acido benzoico demuestran ser una terapia eficaz y prometedora frente a agentes productores
de IPTB, ademas de no producir toxicidad celular en queratinocitos in vitro. Estos LIs Unicos
en la literatura, dado su origen polifendlico, poseen una actividad antimicrobiana
considerablemente mejor frente a estudios ya reportados con otros sustituyentes no
polifendlicos, mejorando también la actividad frente a la erradicacion del biofilm bacteriano.
Sin embargo, requieren un estudio exhaustivo con el fin de dilucidad completamente la CMI
para algunos compuestos, analisis SEM frente al biofilm bacteriano, simulacién dindmica
molecular (MDs): para evaluacion de interaccion molécula — membrana y ensayos

bioinformaticos para propiedades ADME.
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