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RESUMEN

La busqueda de inhibidores de Quorum sensing (QS) en bacterias Gram-negativas es de importancia
por su patogenicidad, por ello actualmente se buscan nuevas alternativas para inhibir la virulencia. El
objetivo del presente estudio fue determinar la energia libre de Gibbs (-AG) por medio del
acoplamiento molecular de 11 compuestos aromaticos con el regulador CviR de QS en
Chromobacterium violaceum, obtener los parametros farmacocinéticos y preclinicos de los mejores
inhibidores de QS. Evaluando la -AG por 2 programas (Chimera 1.14 y mcule) comparando los
promedios por método Tukey (p<0.05) y representando la unién ligando-proteina por medio de
modelos de lazos y listones. Ademas de analizar las interacciones entre los aminoacidos del regulador
CviR (puente de hidrogeno y enlaces no covalentes) y los grupos funcionales de los compuestos
aromaticos. Finalmente, se realiz6 un estudio in silico preclinico reportando la Dosis Letal en raton
(DLso) por 3 modelos QSAR y 5 parametros farmacocinéticos. Los resultados demostraron que al
analizar la -AG por ambos programas se obtuvieron 5 fuertes inhibidores de QS; el &cido ferulico
(-6.37£0.21), el &cido hidroxicinamico (-6.53+0.35), 4-hidroxibenzaldehido (6.6+£0.61), el eugenol
(-6.2+0.38) y el isoeugenol (-6.23+0.59). Obteniendo que cada compuesto inhibe la actividad de CviR
por un mecanismo de bloqueo del dominio de unién al autoinductor-1. Ademas, se obtuvieron valores
significativos de DLso sin reportar toxicidad en raton y valores farmacocinéticos aceptables de los 5
inhibidores seleccionados. Concluyendo que los inhibidores podrian ser objetivo de investigacion

como terapia alternativa contra la patogénesis de C. violaceum.

Palabras clave: acoplamiento molecular, autoinductor-1, compuestos aromaéticos, estudios

farmacocinéticos, estudios preclinicos e inhibidores de Quorum sensing (1QS).
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ABSTRACT

The search for inhibitors of Quorum sensing (QS) in Gram-negative bacteria is important due to its
pathogenicity, therefore new alternatives are being sought to inhibit its virulence. The objective of the
present study was to determine the Gibbs free energy (-AG) through a molecular coupling of 11
aromatic compounds with the CviR regulator of QS in Chromobacterium violaceum and to obtain the
pharmacokinetic and preclinical parameters of the best QS inhibitors. Evaluating the -AG by 2
programs (Chimera 1.14 and mcule) comparing the averages by Tukey method (p<0.05) and
representing the ligand-protein binding employing loops and ribbons models. Furthermore, the
interactions between the amino acids of the QS regulator (hydrogen bridge and non-covalent bonds)
and the functional groups of aromatic compounds were analyzed. Finally, a preclinical in silico study
was carried out reporting the Lethal Dose in mice (LDso) by 3 QSAR models and 5 pharmacokinetic
parameters. The results showed that when analyzing the -AG by both programs, 5 strong QS inhibitors
were obtained: ferulic acid (-6.37 + 0.21), hydroxycinnamic acid (-6.53 + 0.35), 4-
hydroxybenzaldehyde (6.6 £ 0.61), eugenol (-6.2 £ 0.38), and isoeugenol (-6.23 £ 0.59). Obtaining that
each compound inhibits the activity of CviR by a blocking mechanism of the autoinducer-1 binding
domain of CviR. Also, significant LDso values were obtained without reporting mouse toxicity and
acceptable pharmacokinetic values of the 5 selected inhibitors. Concluding that the inhibitors could be

the target of research as an alternative therapy against the pathogenesis of C. violaceum.

Keywords: aromatic compounds, autoinducer-1, docking molecular, inhibitors of Quorum sensing

(1QS), pharmacokinetic studies and pre-clinical studies.

INTRODUCCION humanos causante de casos de septisemia grave
La aparicion reciente de cepas bacterianas con en recién nacidos y adultos inmunodeprimidos.
fenotipos de resistencia a multiples farmacos Ademés, es muy tolerante a 24 antibidticos
(MDR) se ha convertido en un grave problema como los betalactamicos, el cloranfenicol, la
de salud a nivel mundial, constituyendo una de biciclomicina, la bacitracina, la kasugamicina y
las principales causas de mortalidad humana. la metilenomicina.

En este contexto, Chromobacterium violaceum . , .
Entre los mecanismos mas importantes de esta

es considerado un patdgeno oportunista de
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resistencia bacteriana a multiples farmacos se
encuentra la eliminacién de dichos compuestos,
tanto del citoplasma como de la propia
membrana celular, por medio de la accion de
proteinas de membrana especificas
denominadas “transportadores de eflujo o
bombas resistencia a mdltiples antibioticos”.
Por ello, hay un incremento de terapias
alternativas para el tratamiento de infecciones
causadas por el patdégeno C. violaceum [1-4].
La causa principal es el numero de casos
reportados de pacientes hospitalizados por
del
principales manifestaciones clinicas: fiebre
(100%), sepsis (82%),
(67,9%) y dolor abdominal (31,1%). Ademas,

de la presencia de absceso localizado (49%)

infeccion patégeno, observando 4

lesiones cutaneas

afectando con mayor frecuencia al higado y
conduciendo a la insuficiencia multiorganica en
pacientes enfermos [5, 6]. Asimismo, se han
registrado casos de sepsis grave debido a
infecciones del tracto urinario y bacteremia
transmitidas por el consumo de agua
contaminada con C. violaceum. De estos
padecimientos se tienen los reportes de
enfermos contagiados en diferentes paises
como: Vietnam, Suiza, Taiwan, Japon, Estados
Unidos, Brasil, Argentina, Australia, Senegal y
Sri Lanka[3, 7-11]. Por lo anterior, es necesario
un diagnostico répido vy

una terapia

antimicrobiana eficaz para curar pacientes
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infectados [5, 6].

Por otro lado, se sabe que el mecanismo de
Quorum Sensing (QS) de C. violaceum esta
regulado por el par de proteinas homologas a
LuxI/LuxR,
autoinductor sintasa y CviR es el regulador

donde Cvil es la enzima

transcripcional que responde a la acil
homoserina lactona (AHL, por sus siglas). Y a
su vez CviR regula algunos fenotipos como la
activacion de los genes que conforman el
operén VioOABCDE que codifican para la
produccion del pigmento violeta insoluble en
agua (la violaceina), los genes que codifican la
produccién y degradacion del cianuro, los
genes de la quitinasa, el promotor cvil, la
regulacion de una guanina desaminasa, el
sistema de secrecién de tipo VI, la actividad
exoproteasa, la agregacion, la formacion de
biopelicula, el swarming, la tolerancia al estrés
por H20-, la utilizacion de fuentes de nitrogeno
y la sintesis de la molécula Ce-AHL y C10-AHL

[12, 13].

Asimismo, la mayoria de los tratamientos
tradicionales de las enfermedades infecciosas
se basan en el uso de compuestos que inhiben el
crecimiento bacteriano, considerando que la
resistencia bacteriana a los antibidticos es un
problema grave para la salud puablica. Por lo
que, hoy en dia se continua con el
descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas,

debido al abuso del uso de los antibidticos y el
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surgimiento de la multirresistencia en las

bacterias Gram-negativas [14, 15].

Por ello, los inhibidores de QS son utilizados
para que estas moléculas compitan por el sitio
autoinductor-1 del

de wunion al regulador

transcripcional homdlogo a LuxR y sus
homdlogos en bacterias patogénicas Gram-
negativas. Como ejemplo el uso de la furanona
que fue eficaz contra la patogenicidad de

Chromobacterium [16-19].

Otros ejemplos de inhibidores son la vainillina,
el &cido vanilico y el &cido ferulico que han sido
adicionados en algunas especies bacterianas
como Listeria, Pseudomonas, Chronobacter y
E. coli [20-25]. Ademas, se ha informado el
efecto de estos compuestos aromaticos en
algunos fenotipos bacterianos como la
resistencia al calor, los cambios en el pH y la
inhibicién de las bombas de flujo relacionadas
con la resistencia a los antibioticos [20, 21, 26,
27]. A su vez, se ha investigado sobre la
disminucion de los factores de virulencia
adicionando extractos metanolicos de la
vainillina. Observando que es una terapia
antimicrobiana  eficaz que inhiben la
produccion de la violaceina en la cepa reportera
C. violaceum CV026, mostrando resistencia al
tratamiento y efecto inhibitorio en la
produccion de la biopelicula [28-31]. Los
resultados fueron consistentes con los estudios

de Nazzaro y cols.,2013, confirmando la
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actividad anti-QS de algunos aceites esenciales
y la vainillina en bacterias Gram-negativas
[26].

Por otro lado, existen pocos estudios in silico
que aborden el efecto inhibitorio del QS en C.
violaceum basados en varios compuestos
aromaticos [28]. En el caso de algunos
patégenos multirresistentes Gram-negativos se
reportdé que han adquirido resistencia al
inhibidor furanona. Por esta razén, se han
estudiado nuevos inhibidores con la finalidad
de atenuar la virulencia y reducir el nimero de
casos de enfermedades proponiendo nuevas
terapias clinicas. Ademas del hecho de que la
biopelicula es dificil de eliminar de los 6rganos
humanos, el material quirdrgico y las
membranas utilizadas en los biorreactores. Por
lo que el QS se ha convertido en una diana
molecular para la creacion de nuevos agentes
anti-biopelicula en diferentes superficies [32-

35].

Hay que destacar que este trabajo es de los
primeros informes que describen la unién de
varios compuestos aromaticos cuya funcién es
del

transcripcional CviR de QS en C. violaceum

inhibir ~ la  actividad regulador
comparando la energia libre de Gibbs por
medio de 2 programas. Ademas de representar
las interacciones ligando-proteina mediante
experimentacion in silico y la descripcion de

algunos parametros preclinicos de los 5 mejores
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inhibidores del regulador CviR que compiten
con el ligando natural Ce-AHL en C. violaceum.
Por lo que, el objetivo de este trabajo fue
estudiar mediante herramientas in silico los
inhibidores de QS que compiten con el sitio de
del

violaceum y

autoinductor-1
CviR de C.

describir algunos parametros preclinicos.

union  al regulador

transcripcional

METODOLOGIA

Basqueda in silico de inhibidores de QS por
acoplamiento molecular

Para la presente investigacion se seleccionaron
varios compuestos aromaticos producidos por
medio de la bioconversién bacteriana. Los
seleccionados se
ZINC

(http://zinc.docking.org) para obtenerlos en

compuestos  aromaticos

buscaron en la base de datos del

formato SDF. Posteriormente, se obtuvo el
coédigo PDB (3gp2) de la proteina reguladora
CviR para llevar a cabo el estudio de
acoplamiento molecular. Con la finalidad de
obtener los promedios de la energia libre de
Gibbs (-AG) de cada uno de los acoplamientos
con el regulador CviR, por medio de 2
programas (mcule version 2021 y Chimera
version 14.1). Ademés, se obtuvieron los
grupos funcionales de los compuestos
aromaticos que interactuaron con el dominio de
union al autoinductor-1 o las acil homoserina
lactonas (AHLS) del regulador transcripcional

CviR de C. violaceum. Los grupos funcionales
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fueron identificados por medio del programa
PyMol versién 4.60 y se visualizaron por medio
del uso del programa discovery studio version
2020 [36-38].

Preparacion del regulador transcripcional
CviR para la prueba de acoplamiento
molecular

del
transcripcional CviR se obtuvo de la base de
datos del Protein Data Bank (PDB) con un

La estructura cristalina regulador

cédigo PDB de 3qp2. Posteriormente, el
ligando natural Ce-AHL del regulador CviR fue
removido utilizando el programa chimera
version 14.1. Y la proteina CviR se prepar0 y
guardé en formato PDB para la prueba de
acoplamiento utilizando el programa Chimera
14.1 y la herramienta Dock Prep [37, 38].
Después, se obtuvo la energia libre de Gibbs
(-AG) resultante del acoplamiento de los
compuestos aromaticos y el regulador
transcripcional CviR, utilizando el programa
Chimera (herramienta Auto Dock Vina) y el
2021

acoplamiento con 1 clic). La grid-box o caja de

programa mcule (herramienta de
seleccion del sitio de union del del ligando, se
gener0 utilizando los residuos del dominio de
unién a las AHL de CviR cuyas coordenadas
fueron: x; 19.7552, y; 12.846 y z; -12.4327.
Especificando, el area de interaccion del
monomero  correspondiente  al

CviR

regulador

transcripcional con los grupos
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funcionales de cada uno de los compuestos
aromaticos para describir las interacciones
entre los aminoéacidos de CviR y los enlaces
formados entre el ligando y la proteina. El
acoplamiento molecular se realizé en presencia
de neutralizantes y moléculas de agua con la
finalidad de simular condiciones bioldgicas
[39]. Los promedios de la -AG obtenidos del
acoplamiento molecular se compararon y
clasificaron en base a los estudios in vitro
reportados de los inhibidores de QS en Gram-
negativas como la furanona y la vainillina [16,
28, 40, 41]. Tomando como criterio la energia
libre de Gibbs igual o superior a los resultados
del acoplamiento molecular de la vainilla (-
AG>=-5.63£0.152) con CviR del presente
estudio. Los 11 ligandos se compararon con la
vainillina con la finalidad de encontrar el mejor
inhibidor, seleccionando los valores mas altos
de -AG durante las interacciones con el dominio

de uniodn al autoinductor-1 de CviR.

Obtencion de los ligandos de las bases de
datos ZINC y PubChem: codigo SMILES y
formato SDF

Los compuestos aromaticos se obtuvieron de la
del ZINC
(http://zinc.docking.org/substances/home/)

base de datos

[42], con la intension de preparar las moléculas
para los estudios posteriores de acoplamiento
mediante el uso programa Chimera version

1.14. Los archivos SDF de cada uno de los
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compuestos aromaticos se modificaron a
formato mol2 para su uso posterior en la
herramienta Autodock Vina. Asimismo, los
SMILES

introduccidn lineal molecular simplificada) de

coédigos (especificacion  de
cada uno de los compuestos aromaticos fueron
obtenidos en la base de datos PubChem al
dibujar las estructuras quimicas en el programa
mcule version 2020. Utilizando la herramienta
refine in drawer tool y la herramienta de
acoplamiento molecular 1-Click-Docking [37,
38]. los 11

compuestos resumen a

Los cddigos obtenidos de
aromaticos  se
continuacion reportando los codigos SMILES y
ZINC. Los datos de los compuestos aromaticos
fueron los siguientes: &cido ferulico (codigo
SMILES code (COclcc(/C=C/C(=0)0)ccclO)
y codigo ZINC (ZINC58258)), acido vanilico
(cédigo SMILES (COclcc(C(=0)O)ceclO) y
cédigo ZINC (ZINC338275)), alcohol vanilico
(codigo SMILES (COclcc(CO)ccclO) vy

codigo  ZINC  (ZINC1164388)), acido
hidroxibenzoico (codigo SMILES
(O=C(O)clccc(O)eccl) vy codigo  ZINC

(ZINC332752)),
(cédigo SMILES (O=C(0O)/C=C/clccc(O)ccl)
y cdédigo ZINC (ZINC39811)), catecol (cédigo
SMILES (OclcceeclO) y cddigo ZINC
(ZINC13512214)), eugenol (cédigo SMILES
(C=CCclccc(0O)c(OC)cl) vy el codigo ZINC
(ZINC1411)),

acido hidroxicindmico

isoeugenol (cddigo SMILES
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(C/C=C\clccc(O)c(OC)cl) y cddigo ZINC
(ZINC12405001)), 4-hidroxibenzaldehido
(cddigo SMILES (O=Cclccc(O)ccl) vy el
codigo ZINC (ZINC156709)), protocatecolato
(codigo SMILES
(COC(=0)C1=CC(=C(C=C1)0)0) y el codigo
ZINC (ZINC13246)) y vainillina (codigo
SMILES (COclcc(C=0)ccclO) y el codigo
ZINC (ZINC000002567933)). La molécula Ce-
AHL; cadigo SMILES
(CCCC(=0)CC(=0O)NC1CCOC1=0) y codigo
ZINC (ZINC6220). Este ultimo compuesto fue
tomado como control de los acoplamientos
moleculares elaborados con el regulador
transcripcional de QS (CviR) en C. violaceum

[43].

También, se utilizdé la furanona C30 (codigo
SMILES (C1=C(C(=CBr)OC1=0)Br) vy el
cddigo ZINC (ZINC34279630)) como un
inhibidor de QS C. violaceum como control
para comparar los datos reportados con los
resultados obtenidos [16]. Finalmente, se
mostraron los mejores acoplamientos de los
CviR de C.

violaceum y los grupos funcionales de los

aminoacidos del regulador
compuestos aromaticos, para determinar el
posible mecanismo de inhibicion de cada
compuesto aromatico con el dominio de union
al autoinductor-1 del regulador transcripcional
CviR.

Las representaciones de los acoplamientos se

22

AyTBUAP 6(22):16-53

Escobar Mucifio, 2021
elaboraron mediante modelos de lazos y
listones utilizando Chimera versién 1.14 y las
interacciones receptor-ligando fueron
realizadas por el programa Discovery Studio

visualizer version 2020 [37, 38].

Estudios in vitro de farmacocinética y
propiedades fisicoquimicas de los

compuestos aromaticos
A partir de los valores més altos de -AG
obtenidos de los resultados de acoplamiento
seleccionaron los

molecular se mejores

inhibidores. Posteriormente, se elaboraron
predicciones que consistieron en evaluar los
pardmetros fisicoquimicos y de toxicidad
ADME (Absorcion, Distribucién, Metabolismo
y Excrecidn, por sus siglas) de cada molécula
SwissADME

(http://www.swissadme.ch/) [44]. El protocolo

con el programa online

utilizo los cédigos SMILES de cada molécula

para obtener diferentes parametros

farmacocinéticos como: la absorcién del
intestino grueso (Gl), la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica (BBB: blood-brain
barrier, por sus siglas in ingles), el valor de
inhibicion de la Glucoproteina-P 1 (P-gp), los
valores de inhibicion de la enzima citocromo
oxidasa (CYP) y sus variantes CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3AA4.
Ademas de obtener algunas propiedades
fisicoquimicas de cada uno de los compuestos

aromaticos seleccionados.
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Estudios de la concentracion inhibitoria
(1C50) en raton por métodos QSAR

Se utilizd el programa de estimacion de
toxicidad o T.E.S.T version 4.2.1 (Toxicity
Estimation Programa Tool (por sus siglas en
inglés), para estimar la toxicidad en el modelo
del

resultantes

ratbn de los compuestos aromaticos
del del
molecular. Cuyo protocolo se baso en ingresar

tamiz acoplamiento
los compuestos aromaticos para evaluarlos por
medio del esbozo quimico en el programa
T.E.S.T version 4.2.1 ingresando los cédigos
SMILE de cada compuesto aromatico. La
toxicidad se estimo usando varias metodologias
QSAR como: (a) el método jerarquico, en el
cual la toxicidad para un compuesto se estima
usando el promedio ponderado de las
predicciones obtenidas a partir de diferentes
modelos matematicos. Posteriormente, se
utiliz6 una técnica basada en algoritmos para
generar modelos para cada compuesto
aromatico y obtener el valor de toxicidad. (b) El
método de la Administracion de Medicamentos
y Alimentos (Food drugs and administration,
FDA, por sus siglas en inglés) que consiste en
una prediccion para cada sustancia problema
por medio de la creacion de un modelo que
busca sustancias quimicas similares al
compuesto de prueba. Y (c) el método del
vecino mas cercano o Nearest Neighbor por sus
siglas en inglés, que utiliza la toxicidad prevista

de un compuesto quimico y se estima tomando
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un promedio de tres sustancias similares a la
sustancia problema. Todos los descriptores
moleculares necesarios se calculan dentro de la
TEST 4.2.1

(https://www.epa.gov/chemical-

herramienta version

research/toxicity-estimation-programa-tool-

test) [45]. Obteniendo un promedio del valor
LDso en raton reportadas en mg/kg y el
coeficiente de determinacion (R?) por medio de
la regresion lineal de la recta en cada uno de los
modelos matematicos creados para cada

molécula analizada [46].

Andlisis de datos

La energia libre de Gibbs (-AG) se considero
como recurso de variacion. La comparacion de
medias entre los tratamientos se realizo
mediante la prueba de Tukey (p< 0.05). El
analisis estadistico se realizé con el programa
Minitab 2020 [47]. Todos los resultados fueron
obtenidos a partir de la media obtenida de los
triplicados obtenidos de los programas mcule

version 2021 y Chimera version 1.14.

RESULTADOS

Inhibidores del regulador transcripcional
CviR

En el presente estudio se obtuvieron los valores
de energia libre de Gibbs (-AG) para el
regulador transcripcional de QS (CviR) y su
ligando natural Cs-AHL (-5.63 £ 0.25 y -5.76
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+0.057) usando
Chimera,

los programas mcule vy
respectivamente.  Ademas, se
consideré como un control positivo al valor de
energia de libre de Gibbs obtenido de la
vainillina (AG= -5.53 £ 0.14) al considerarse
como un inhibidor de QS en C. violaceum [28,

40].

Los resultados obtenidos del analisis de
acoplamiento molecular de los compuestos
aromaticos probados con el regulador CviR de
C. violaceum se obtuvieron en rangos de
energia libre de Gibbs de AG=-5.5+0.26 y AG=
-6.53+0.35

respectivamente) utilizando el programa mcule.

(&cido hidroxicinamico,
Mientras que, los resultados obtenidos de
acoplamiento molecular se obtuvieron en
rangos de energia libre de Gibbs de AG=-
5.43+0.21 y AG =-6.60% 0.30 (vainillina y el
eugenol, respectivamente) utilizando el
programa Chimera. En la tabla 1 se muestran
los resultados del acoplamiento molecular de
aromaticos, considerados

los compuestos

posibles inhibidores del QS de C. violaceum.

De los 11 compuestos aromaticos analizados,
los valores de -AG mas altos correspondieron al

acido ferdlico (-6.37+£0.21), el &cido
hidroxicinamico  (-6.53+£0.35), el eugenol
(-6.23+0.38) y el isoeugenol (-6.23+0.59)

utilizando el programa mcule. Y al comparar
los resultados de acoplamiento molecular con el

programa Chimera, los mejores valores de -AG
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fueron el acido ferulico (-6.57+0.25), el acido
(-6.27+0.21), el eugenol
(-6.6+0.3), el isoeugenol (-6.6+0.61). y el 4-
hidroxibenzaldehido (6.6+0.61).

hidroxicindmico

Destacando que, utilizando el programa
Chimera se obtuvieron los valores mas altos de
energia libre de Gibbs. Considerandolo, el
mejor método de evaluacion del acoplamiento
molecular entre los compuestos aromaticos y el
regulador transcripcional de QS (CviR) de C.
violaceum. Proponiendo, al &cido ferulico, el
acido  hidroxicindmico, el eugenol, el
isoeugenol y 4-hidroxibenzaldehido como los
mejores inhibidores de QS (1QS) del patégeno
C. violaceum. Debido a que los valores de
energia libre de Gibbs fueron superiores a los
promedios obtenidos de los inhibidores de QS
vainillina (5.53% 0.14) y furanona C30 (4.89+

0.12) como se observa en la figura 1.

En la tabla 1 se resumen los grupos funcionales
de los compuestos aromaticos que interactuaron
con los aminoéacidos del dominio de unién al
autoinductor-1 del regulador transcripcional
CviR, encontrando la formacion de: (1) puentes
de hidrdégeno, (2) enlace pi-anion, (3) enlace pi-
donante unido al hidrégeno, (4) enlace pi-
alquilo y (5) las fuerzas de Vander Waals. En
cuanto al mecanismo de inhibicion del
regulador CviR seguido se encontré que
comparten los 11 compuestos aromaticos

evaluados, compartieron ciertos aminoacidos
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de CviR que se unen al autoinductor-1 (Ce-
AHL) como: Trp103 (anillo de lactona), Ser147
(anillo de lactona), Trp76 (anillo de lactona),
Tyr72 (anillo de lactona y grupo acilo), Tyr80
(grupo amino y la cadena lateral de la AHL),
Asp89 (grupo amino), Leu77 (cadena lateral de
la AHL), Leu47 (cadena lateral de la AHL) y

AyTBUAP 6(22):16-53
Escobar Mucifio, 2021
Val67 (cadena lateral de la AHL). Encontrando
como principales resultados que el isoeugenol
(9 aminoécidos) y la vainillina (8 aminoacidos)
mostraron mas interacciones con los
aminoacidos que interactian con los grupos
funcionales del ligando natural de CviR (Ce-

AHL) (Tabla 1)

Energia de Gibbs (-AG, kcal/mol)

O Software
Mcule

® Software
Chimera

Figura 1. Energia libre de Gibbs obtenida a partir del acoplamiento molecular de los compuestos
aromaticos y el dominio de union al autoinductor-1 o AHLS del regulador transcripcional CviR del
patogeno C. violaceum. El analisis estadistico fue elaborado basandose en la comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey, utilizando los promedios de la energia libre de Gibbs de cada compuesto
aromatico obtenido por los 2 programas. Las letras diferentes indican las diferencias significativas

entre los promedios obtenidos.
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Tabla 1. Resultados de las interacciones de los compuestos aromaticos y el regulador CviR de C.
violaceum visualizados en Discovery Studio 2020

Grupos funcionales de los

Aminoéacidos del regulador CviR que se unen a los

Molécula Compuestos compuestos aromaticos que se - Lo
- grupos funcionales de los compuestos aromaticos
unen a CviR
Anillo de lactona Ser147, Trp103, Trp76, Phell8, Tyr72 y Asp89
Ce-AHL Asp89y Tyr80
(ligando o A Amino: R-NH Tyr80 y Asp89
natural) LA Ceto: R-C=0 Val67, Leud9y Leu77
Cadena lateral
° Ciclopentano Trpl03, Tyr80, 11e91, Asp89y Tyr72
(irf#irtigg:ze e R-Br Trp76, Trpl03 y Tyr72
QS) \ R-C=0 Ser147
R R-C=CH2-Br Tyr80, Leu77y Leu49
Vainillina i R-CH2-OH Serl47
(inhibidor de DA R-C-O-CHs Tyr80, Trp76, Leud9 y Leu77
QS) Ho Anillo aromatico Trp103, Asp89y 1le9l
Catecol B R-OH Tyr72y Trp76
Anillo aromético Trpl103, Asp89, 11e91 y Alal22
g Anillo aromético 11e91, Asp89 y Tyr80
Eugenol RS R-C=C-CH3s Alal22, Phel18, Trp103y Phel07
R-O-CHjs Tyr80, Leu77y Leu49
i :’m 1 R-O-CHs Trpl103, Metl27 'y Trp76
Acido ferdlico Ty e R-OH Ser147
Anillo aromatico Asp89, Leud9y Tyr72
. . Y i R-C=0 Tyr72y Serl47
H'dr‘;’;'l,té%”za'd <) Anillo aromatico Asp89, Trp103 y 11691
Ho' R-OH Met127
Acido on COOH Ser147y Tyr72
hidroxibenzoic o= [ Anillo aromético Phel07, Trp103 y Asp89
0 om
Acido R-OH Met127
hidroxicindmic | Anillo aromético Trp103, 11e91 y Asp189
0 e
: Anillo aromético Asp89, Serld7y Tyr72
Isoeugenol R-C=C-CHs Trp103, Phel07, Phell8, Alal22 y Met127
R-O-CHjs Tyr80, Leu49, Leu77y Tyr72
R-O Serl47
Protocatecolato ™ Anillo aromético Tyr80, Tyr72 y Asp89
COOH Met127, Alal22, Phel18, Trp103y Phel07
i o o Anillo aromético 11e91, Tyr72 y Asp89
Acido vanilico e COOH Trp76
R-O-CHjs Leu77, Tyr80 y Leu49
Alcohol il R-CH2-OH Met127
vanilico T ™ _R-O-CHs _ Trp76, Leu77y Tyr80
Ho Anillo aromético Trpl03, 11e91, Asp89y Tyr72

Analisis de los aminoéacidos que conforman
el dominio de unién al autoinductor-1 de

CvViR que se unen a los grupos funcionales de

los compuestos aromaticos

En el anélisis de las interacciones se observo
que de los 6 aminoacidos de CviR que se
unieron al anillo de lactona de la Ce-AHL, 3
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ligando. Encontrando que, el

aminoéacidos fueron los mas repetitivos en las

visualizaciones de las interacciones receptor-

aminoacido

Trpl03 de CviR formé enlaces con 9
compuestos aromaticos (el catecol, el eugenol,

el 4acido ferdlico, 4-hidroxibenzaldehido, el



acido hidroxibenzoico, el acido

hidroxicinamico, el isoeugenol, el
protocatecolato y el &cido vanilico). También se
identificd que el aminoacido Asp89 se uni6 a 9
compuestos aromaticos (el catecol, el eugenol,
el &cido ferdlico, el 4-hidroxibenzaldehido, el
acido hidroxicindmico, el isoeugenol, el

catecolato, 4&cido vanilico y el alcohol
vainilico). Y también formaron interacciones
con los inhibidores de QS (furanona C30 y
vainillina). Por otro lado, se identific que el
aminoacido Tyr80 de CviR se uni6 a 5
compuestos aromaticos (el eugenol, el
isoeugenol, el protocatecolato, el 4cido vanilico
y el alcohol vanilico) y a los inhibidores
furanona C30 y vainillina.

Se observo gue el aminoacido Leu49 de CviR
se unio a 4 compuestos aromaticos (el eugenol,
el &cido ferulico, el isoeugenol y el &cido
vanilico) y los inhibidores furanona C30 y
vainillina. Y finalmente, el aminoacido Leu77
de CviR se uni6 a 4 compuestos aromaticos (el
eugenol, el isoeugenol, el acido vanilico y el
alcohol vanilico). Entendiendo que los 5
aminoacidos resultantes de este estudio son los
aminoacidos clave implicados en el mecanismo
QS por
formando diferentes enlaces con el dominio de
del

transcripcional de QS (CviR). Las interacciones

de inhibicion del competencia,

unioén autoinductor-1  del regulador

se llevaron a cabo con varios grupos
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funcionales del autoinductor (el grupo acilo (R-
C=0), el anillo aromatico) y los grupos
funcionales encontrados en la estructura
quimica de los compuestos aromaticos como R-
OH, COOH, RC=C-CH3, RO-CHs, RO, R-
CH>-OH vy el anillo aromatico (Tabla 1).
Concluyendo que fue posible verificar
mediante técnicas in silico que los compuestos
aromaticos probados en el presente estudio, en
su mayoria pueden actuar como inhibidores del
regulador transcripcional CviR de patdgeno C.
violaceum.
Los compuestos aromaticos analizados que
presentaron mayor energia libre de Gibbs y
cuyo efecto inhibitorio fue mayor se muestran
en la figura 2. Donde se observan los modelos
de lazos y listones resultantes del acoplamiento
molecular de cada interaccion con CviR. En la
figura 2A y 2B se observan los enlaces
formados entre el complejo CviR y su ligando
natural Ce-AHL. Y complejos formados por
CviR-furanona C30 (figura 2C y 2D) y CviR-
vainillina (figura 2E y 3FC).
También, se representaron los compuestos
aromaticos que mostraron mayor energia libre
de Gibbs con el

autoinductor-1 del regulador transcripcional

dominio de wunion al

CviR como: acido ferdlico, eugenol e
isoeugenol (figuras 3A-B, 3C-D y 3E-F) luego
de someterlos a un tamiz in silico de

acoplamiento molecular
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Figura 2. Modelo de lazos y listones del acoplamiento molecular de los inhibidores de QS con mayor
energia libre de Gibbs (-AG) y visualizacion de los enlaces formados en cada interaccién. (A) el ligando
natural Ce-AHL y el dominio de unidon al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (C) la
furanona C30 y el dominio de union al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (E) la
vainillinay el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR. Y los diagramas
de interaccion proteina-ligando que resume los enlaces formados entre de (B) el ligando natural Ce-
AHL y el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (D) la furanona C30
y el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (F) la vainillina y el
dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR. Los resultados fueron
visualizados en los programas Pymol y Discovery studio 2020.
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A)

&)

E)

Figura 3. Modelo de lazos y listones del acoplamiento molecular de los inhibidores de QS con mayor
energia libre de Gibbs (-AG) y visualizacion de los enlaces formados en cada interaccion. (A) el acido
feralico y el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (C) el eugenol y
el dominio de union al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (E) el isoeugenol y el
dominio de unién a las AHLS del regulador transcripcional CviR. Y los diagramas de interaccion
proteina-ligando que resume los enlaces formados entre de (B) el acido feralico y el dominio de unién
al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (D) el eugenol y el dominio de union al
autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (F) el isoeugenol y el dominio de unién a las AHLS
del regulador transcripcional CviR. Los resultados fueron visualizados en los programas Pymol y
Discovery studio 2020.
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También se representaron los compuestos
aromaticos que mostraron mayor energia libre
de Gibbs con el dominio de wunion al

autoinductor-1 del regulador transcripcional

AyTBUAP 6(22):16-53
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CviR tales como: 4-hidroxibenzaldehido y
acido hidroxicindmico (figuras 4A-B y 4C-D)
luego de someterlos al tamiz por medio del

analisis in silico por acoplamiento molecular.

Figura 4. Modelo de lazos y listones del acoplamiento molecular de los inhibidores de QS con mayor
energia libre de Gibbs (-AG) y visualizacién de los enlaces formados en cada interaccion. (A) el &cido
hidroxicinamico y el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (C) el 4-
hidroxibenzaldehido y el dominio de union al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR. Y los
diagramas de interaccion proteina-ligando que resume los enlaces formados por (B) el acido
hidroxicinamico y el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR, (D) el 4-
hidroxibenzaldehido y el dominio de unién al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR.
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Papel bioldgico de los

aromaticos

compuestos

Inicialmente, se describieron las interacciones
del ligando natural Cs-AHL con el regulador
transcripcional de QS conocido como CViR, el
cual activa positivamente procesos bacterianos
por lo tanto su papel biolégico es como un
regulador transcripcional positivo QS o
agonico. Por otro lado, se describié la funcion
antagoénica de la furanona, la vainillina, el acido
feralico, el eugenol, el isoeugenol, el 4-
hidroxibenzaldehido, el &cido hidroxicindmico,
el catecol, el &cido hidroxibenzoico, el alcohol
vanilico, el protocatecolato y el acido vanilico.
Todos estos compuestos aromaticos presentan
un mecanismo antagénico de unién al regulador
transcripcional CviR por competencia con el
ligando natural Ce-AHL en el dominio de union
al autoinductor-1. A su vez todos estos
compuestos formaron diferentes interacciones
con los aminoacidos que se encuentran en el
dominio de unién al autoinductor-1 y se
caracterizaron porque fueron interacciones no
covalentes (enlace m-alcali, enlace por puente
de hidrégeno, enlace m-anion, enlace © en forma
de T, enlace del hidrégeno con el enlace m y las

fuerzas de Van der Waals), las cuales a

continuacion se describen.

Enlace n-alcali

Este tipo de union se caracteriza porque hay una
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interaccion de la nube de electrones m en cada
uno de los 11 grupos aromaticos que se unen al
grupo alquilo de los amino&cidos de CviR como
la leucina, isoleucina, metionina y alanina
(Tabla 2).

Enlace por puente de hidrégeno

Estos enlaces se formaron entre 7 compuestos
aromaticos y los aminoécidos ubicados en la
cavidad formada por el sitio de unién al
autorinductor-1 del regulador transcripcional
CviR de C. violaceum.cuyo caracter es polar
hidrofébico (Ser, Thr, Tyr y Asp) y los
aminoacidos que tienen una cadena lateral R
neutral (Met127 y Trp76).

Enlace w-anién

Se identificaron en todos los compuestos
aromaticos uniéndose al aminoacido Asp89. El
enlace se formo entre el anillo aromatico de los
compuestos aromaticos y el grupo carboxilo (-
COOH) del aminoacido Asp89. Ubicando en la
cavidad formada por el sitio de unién al
autorinductor-1 del regulador transcripcional
CviR de C. violaceum. Las excepciones fueron
la Ce-AHL y la furanona C30 que no poseen
anillo aromético en su estructura quimica
(Tabla 3).

Enlace © en forma de T

La unién se observd en 8 compuestos

aromaticos (Tabla 2), el enlace se basa en la
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interaccion de la nube de pi-electrones y dos
grupos aromaticos, pero en forma de T. Es
decir, una nube de electrones lateral del anillo
aromatico de los compuestos aromaticos y la
nube de electrones de los anillos aromaticos de
los aminoécidos arométicos como Trpl03 y
Tyr80, lo cual modificé el plegamiento original
del regulador transcripcional CviR de C.

violaceum.

Enlace del hidrogeno con el enlace &

Se observo en 7 compuestos aromaticos (la
vainillina, el acido ferulico, el eugenol, el
isoeugenol, el alcohol vanilico, el
protocatecolato y el acido vanilico) incluyendo
a Ce-AHL, la union fue por medio del
aminoéacido Tyr72 del regulador transcripcional

CviR (Tabla 2).

Fuerzas de VVan der Waals

Son descritas como fuerzas residuales, de
atraccion o repulsién entre moléculas o grupos
atébmicos. En los resultados del analisis de
imagenes se representan las interacciones
proteina-ligando y se apreciaron 9 aminoacidos

que se unen a Ce-AHL (Tabla 2).

Las fuerzas de Van der Waals fueron
representadas por los aminoacidos hidrofobicos
(Ala, Val, Leu, lle y Phe) que tienen la
interactuar con

capacidad de los grupos

funcionales de Ce-AHL Yy los inhibidores por
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medio de enlaces de hidrogeno para dar forma
a la cavidad que conforma el sitio de union de
CviR. Mientras que, se observd que los
aminoacidos Met y Tyr contienen grupos
funcionales polares con cierto grado de
hidrofobicidad, lo cual hace que las fuerzas de
Van der Waals estén presentes en la cavidad del

regulador CviR.

Ademas, se percibio que los compuestos
aromaticos como el &cido ferdlico, el acido
hidroxibenzoico y el &cido vanilico presentaban
4, 5y 5 aminodcidos, respectivamente y eran
parecidos a los que se unen a la molécula Ce-
AHL de CviR. Sin embargo, la mayoria de los
compuestos  aromaticos  presentaron  un
mecanismo de union diferente al dominio de
unién al autoinductor-1 de CviR. Solo se
observd similitud en los aminoacidos que
formaron las fuerzas de Van der Waals en los
compuestos aromaticos &cido vanilico y la

vainillina.

La tabla 2 resume el papel biolégico de cada
compuesto aromatico analizado en el presente
estudio, los enlaces formados por los
compuestos arométicos y los aminoéacidos
ubicados en el dominio de union al
autoinductor-1 de CviR como: los enlaces -
alcali, el enlace por puente de hidrogeno, el
enlace m-aniodn, el enlace @ en forma de T, la
union del hidrogeno con el enlace m y las

fuerzas de Van der Waals.
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Tabla 2. Datos experimentales obtenidos mediante el analisis in silico de los aminoacidos ubicados en

el dominio de union al autoinductor-1 del regulador transcripcional CviR y los grupos funcionales de
los inhibidores de QS.

Papel

Compuesto/ PubChem Mecanismo biolégico LNl Enlace por Enlace Enlace n Union del Fuerzas de Van der
= ; Enlace 7- alcali puente de - en forma H con
CID de unioén In vitro con - m-anion Waals
CviR hidrogeno deT enlace 7
. Leu64, Met81, 11e91,
Ce-AHL, el ligando Ligando . Leuds, Trp76 Tyr80, Asp89 Leu92, Phel07,
natural de CviR 2 Agonista Leu77, Val77, Tyr72
(119133) natural Trp103 y Phells y Serl47 Alal22, Met127,
Thrl32, y lle145
Furanona. un inhibidor Leud9, Tyr72, Asp89, 11e91, Leu92,
de QS’(140765) Competitivo® Antagonista Trp76, Leu77, Ser147 - - - Phell8, Met127y
Tyr80 y Trp103 lle145
Leu92, Phel07
- A Leu49, Trp76 . )
Vainillina, un inhibidor L . ! ! Phel18, Alal122,
de QS (1183) Competitivo Antagonista Leu77, Tyr80y Tyr72 Asp89 Trp103 Tyr72 Met127, Thr132 y
11e91
1le145
Leu64, Val67, Leu77,
< L . . Leu49, Trp76, ) Tyr80, Met81, 11e91,
Acido ferulico (445858) Competitivo Antagonista Trp103 y Met127 Ser147 Asp89 Tyr72 Phe118, Alal22,
Thr132y lle145
Eugenol (3314) Competitivo Antagonista ! . Asp89 Tyr80 Tyr72 Thr132, lle145y
Phel07, Ala122, Serl74
Phell8 y Met127
Leud9, Leu77, Trp76, Leu92,
- . Tyr80, 11e91, ) Met127, Thr132,
Isoeugenol (853433) Competitivo Antagonista Trp103, Phe107, Asp89 Tyr72 lle145 y
Phe118 y Alal22 Ser147
m . . Tyr72, Leu49, Trp76, Tyr80,
4 h'dmx'(ki%a'deh'do Competitivo | Antagonista 11e91 Met127 y Asp89 Trp103 - Phe107, Phel18,
Ser147 Alal22y lle145
Acido hidroxicindmico " ]
(637542) Competitivo Antagonista 11e91 - Asp89 Trpl103
. . Tyr80, Phe107,
Catecol (289) Competitivo Antagonista 11e91 y Ala122 Tyr72y Trp76 Asp89 Trp103 Phel18 y Met127
Leu49, Tyr72, Trp76,
Acido hidroxibenzoico " . Leur7, Tyr80, Leud2,
(135) competitivo Antagonista 11e91 - Asp89 Trpl03 - Phe107, Phel18,
Alal22, Met127,
11e145 y Ser147
Leu49, Leu92,
P - . Trp76, Leu77, Alal22, Phel18,
Alcohol vanilico (62348) Competitivo Antagonista Tyrg0y llegl Met127 Asp89 Trp103 Tyr72 Thri32, llel45 y
Serl47
Leu49, Trp76, 1le91,
Protocatecolato (72) Competitivo | Antagonista ;;sifg szif;é Ser147 Asp89 Tyrgo Tyr72 Thr132, 11e145,
Y Thrl9l y Leul92
Leu92, Trp103,
Phe107, Phel18,
Acido vanilico (8468) Competitivo Antagonista .IFEl:gg ' Lﬁ:g; Trp76 Asp89 - Tyr72 Alal22, Met127,
yrely Thri32, lle145,
Serl47 y Alal49

abyc Estudios previos de ligandos e inhibidores de QS [43, 28, 16, 40]. Las visualizaciones de las
interacciones ligando-proteina se analizaron utilizando el programa PyMol y se dibujaron con el
programa Discovery studio 2020.

Analisis preclinico in silico de los inhibidores debido a que por medio de programas es posible
de QS

Estudios de LDsp en raton

conocer la concentracion a la cual son dafiinas
ciertas sustancias antes de comenzar con los
Los estudios en ratdbn son conocidos como experimentos en células humanas. En el

ensayos preclinicos y son de importancia, presente estudio se hizo una prediccion de los
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valores cercanos de LDso en raton expresada en
mg/kg de los 5 mejores compuestos aromaticos
resultantes del analisis de acoplamiento
molecular. De los cuales se obtuvieron los
valores méas altos de energia libre de Gibbs,
ademas del analisis del inhibidor furanona C30
y la vainillina. Los resultados obtenidos de
LDso administrada oralmente en raton (mg/kg)
se resumen en la tabla 3. Observado, que en
general los valores de LDso se encontraban por
debajo de 5000 mg/kg, indicando que no
existen efecto toxico de los compuestos

analizados.

Tabla 3. Valores de LDsy obtenidos en el
programa T.E.S.T por 3 métodos QSAR

Componente LD en raton (mg/kg) R?
Furanona C30 1373+385.18 0.80
Vainillina 1929.62+12.30 0.97
Acido ferdlico 4750.11+320.13 0.90
Acido hidroxicinamico 2838.02+82.01 0.89
Eugenol 1879.02+54.97 0.99
4-hidroxibenzaldehido 1903+487.96 0.82
Isoeugenol 2553.55+432.89 1.00

Estudios de farmacocinética

De acuerdo con el andlisis de prediccién de
absorcién gastrointestinal humana se encontré
que todos los 5 mejores inhibidores presentaron
propiedades fisicoquimicas similares. Debido a
que en su mayoria son compuestos insaturados
de acuerdo con los diagramas de radar que
fueron encontrados en la base de datos del

programa SwissADME (datos no mostrados).

34

AyTBUAP 6(22):16-53
Escobar Mucino, 2021

Ademas, son altamente absorbidos por el
intestino grueso (IG) y en el BBB. Asimismo,
se obtuvieron resultados negativos de
inhibicion de la glicoproteina-P (P-gp) de cada
inhibidor. Mientras que se obtuvieron algunos
valores positivos de inhibicién de la isoenzima
citocromo P450 CYP1AZ2 por los inhibidores
eugenol e isoeugenol. Pero en general se
observd que los 5 inhibidores alcanzaron
valores aceptables de CYP. Observando que los
inhibidores en general no son dafiinos para el
higado humano de acuerdo con los resultados
ADME vy toxicoldgicos. Y finalmente, el valor
de la permeabilidad en la piel de cada
componente vario de -6.41 a -5.14 cm/s en los

5 compuestos investigados (Tabla 4).

DISCUSION

En el presente estudio se encontraron varios
inhibidores del QS de C. violaceum, por medio
de un tamiz de seleccion basado en la energia
libre de Gibbs obtenida por acoplamiento
molecular. Los compuestos aromaticos
propuestos en el presente estudio son aceites
esenciales (como el eugenol e isoeugenol),
sustratos y productos de la bioconversién
microbiana (el catecol, el protocatecolato, el
acido ferdlico, el acido vanilico, la vainillina y
el alcohol vanilico) [23, 49]. Ademas, se
tomaron en

cuenta algunos compuestos

aromaticos que participan en la via de
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degradacion  beta-ceto-adipato como  4-

hidroxibenzaldehido 'y el acido p-
hidroxibenzoico. Que en conjunto todos estos
compuestos aromaticos son reportados como
seguros para su consumo Yy la salud humana por
la FDA (Administracion de drogas y alimentos,
por sus siglas en inglés) [48, 50, 51]. Ademas,
se conoce que los compuestos aromaticos
poseen efectos

seleccionados protectores,

propiedades  bioactivas, anticancerigenas,

antioxidantes, antiinflamatorias, actividad

antiviral, actividad antibacteriana y
propiedades inhibitorias de QS en algunos
microorganismos Gram-negativos [24, 28, 52-
55].

Por otro lado, se sabe que C. violaceum tiene
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procesos relacionados con la virulencia que asu
vez son regulados por el QS como: la actividad
exoproteasa, la agregacion, la formaciéon de
biopelicula, el swarming, la tolerancia al estres
por H20> y la utilizacion de diferentes fuentes
de nitrogeno [12]. También, se han publicado
casi 200 articulos que utilizan al biosensor C.
violaceum cepa CV026 como indicador de la
de

producidas por bacterias Gram-negativas. Y

presencia moléculas  autoinductoras
para probar mediante experimentacion in vitro
e in silico un sin fin de inhibidores de QS de
distinto origen (vegetal, sintético, extractos
naturales, hierbas, aceites esenciales, especias,
fitoquimicos y de algunos cultivos) mediante

escrutinios muy laboriosos [30, 31].

Tabla 4. Propiedades farmacocinéticas de los inhibidores de QS

Modelo Fu rcagé)na Vainillina  Acido ferdlico hidroéiccii?loémico Eugenol bei_;;%?rﬁido Isoeugenol
Absorcién por el IG Alta Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Permeacion BBB Si Si Si Si Si Si Si
g"cosplfgtr:};%fj: Egp-P) No No No No No No No
Inhibidor de CYP1A2 No No No No Si No Si
Inhibidor de CYP2C19 No No No No No No No
Inhibidor de CYP2C9 No No No No No No No
Inhibidor de CYP2D6 No No No No No No No
Inhibidor de CYP3A4 No No No No No No No
Permeacion en la piel (cm/s) -6.71 -6.37 -6.41 -6.26 -5.69 -6.09 -5.14

35

Articulo original




También, la informacion reportada sobre las

estructuras cristalina de la familia de
reguladores transcripcionales LuxR y sus
homologos ha permitido descubrir una gran
variedad de antagonistas. Sin embargo, esta
informacion no es suficiente, porque es
necesario conocer coémo se produce el cambio
conformacional o plegamiento del dominio de
unién al autoindutor-1, para distinguir entre un
"ligando natural” (agonista) y "ligando falso"
(antagonista). Por lo que, las estructuras
cristalinas de la interaccion LuxR-AHL se
encuentran disponibles para algunas especies
bacterianas, pero es de interés obtener mas
datos in vitro e in silico de las estructuras
cristalinas de la unién de los reguladores
transcripcionales de QS con su ligando natural

y algunos antagonistas [56, 57, 58].

A pesar de que no existen muchos estudios
descriptivos in silico sobre los aminoacidos que
forman parte del dominio de union del
autoinductor-1 que interactten con inhibidores
del del regulador transcripcional CviR de C.
violaceum. Se han reportado algunos estudios
comparativos de acoplamiento molecular,
describiendo a los aminoéacidos que se unen al
dominio de union al autoinductor-1 en el
regulador transcripcional CviR. Observando
qgue los aminoacidos clave en la union al
regulador transcripcional son Trp84, Asp97,

Ser155, Tyr80, Tyr88 y Leul00 [59, 58]. Otros
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estudios reportan 4 aminoacidos diferentes
(Met89, Leu72, Arg74 'y Asn77),
interactGan con las moléculas autoinductoras
Ce-AHL y C10-AHL [42]. Estos reportes fueron

comparados con los aminoacidos encontrados

que

en el presente estudio in silico, observando la
union de diferentes aminoacidos del regulador
CviR con los principales grupos funcionales de
los compuestos aromaticos probados. Por lo
tanto, el presente estudio reveld el tipo de
aminoécidos que se unen a los compuestos
aromaticos con el dominio de union al
autoindutor-1 del regulador transcripcional
CviR del patogeno C. violaceum. Encontrando
que los aminoacidos se unen por medio de
uniones fuertes, mayores a las reportadas por el
inhibidor furanona C30, cuyo efecto inhibitorio
al igual que los compuestos aromaticos del
presente escrutinio han sido observados en
varios procesos relacionados con la inhibicién
del QS en el patdégeno C. violaceum y otros
modelos bacterianos Gram-negativos [24, 28,

29, 60].

El presente estudio fue de importancia para
comprender los mecanismos de inhibicion in
silico del QS, basado en la competencia o
antagonismo con el ligando natural del dominio
de wunién al autoindutor-1 del regulador
transcripcional CviR, lo cual ha sido observado
en otros estudios que han considerado

homdlogos de LuxR en otros modelos
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bacterianos. Describiendo la inactivacion de la
transcripcion de los genes de virulencia
regulados por QS [57]. A su vez, se ha
demostrado que algunos compuestos naturales
se comportan como antagonistas del QS, como
la acil-furanona halogenada obtenida del alga
marina Delisea pulchra. Este compuesto
natural puede desplazar a la sefial autoinductora
3-0x0-Cs-AHL  del LuxR afin,

inhibiendo de este modo la expresion génica

regulador

mediada por la deteccion del autoinductor-1
[56, 57]. EI mecanismo molecular in silico de
inhibicion de la furanona C30 fue también
dislumbrado en el presente estudio mediante el
acoplamiento molecular. Encontrando varios
aminoacidos que se unen al
CviR,

mecanismo de inhibicion competitiva por el

regulador

transcripcional lo cual sugiere un
dominio de union al autoinductor-1, siendo un
aporte importante del presente estudio el cual
fue parecido a las conclusiones de otros trabajos
[16].

molecular

En otros reportes de acoplamiento
se describieron los principales
residuos aminoacidicos de las proteinas del tipo
LuxR que se unen al inhibidor furanona,
encontrando 5 aminoacidos clave (Tyr63,
Trp67, Tyr71, Asp80y Serl134) [61]. Los cuales
fueron cominmente encontrados en el analisis
de los enlaces formados con los compuestos

aromaticos del presente estudio.
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Efecto inhibitorio de los compuestos
aromaticos con los valores mas altos de
energia libre de Gibbs

Se han encontrado pocos casos en donde la
vainillina favorece la produccion de la
biopelicula, sugiriendo que estos compuestos

estimulan el sistema QS bacteriano [62].

En la mayoria de los casos se reporta que la
vainillina puede inhibir algunos procesos
QS de C.

violaceum. Por ejemplo, se ha descrito en la

bacterianos regulados por el
inhibicion de la formacion de biopeliculas, que
son un problema persistente en la industria del
procesamiento de alimentos y de tratamiento de
agua residual. Por lo que, la inhibicion del QS
en C. violaceum en las concentraciones
adecuadas puede disminuir la formacién de las
biopeliculas bacterianas. Y, por lo tanto,
retrasar el deterioro y aumentar la seguridad de
la produccion de ciertos alimentos [63]. Otros
reportes, mencionan que la vainillina tiene una
importante utilidad en la prevencion de la
bioincrustacion bacteriana en membranas que
se utilizan en la limpieza de aguas residuales
[40, 29, 64]. También, se reporta el uso de la
vainillina como antibacteriano y se ha
observado inhibe la sintesis del autoinductor-1
(AHL), mostrando una inhibicion significativa
en las moléculas AHL de cadena corta y larga
(C4-AHL (69%) y 3-Ox0-Cs-AHL (59.8%)) en

bacterias Gram-negativas sin reportar estudios
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de interaccion por acoplamiento molecular [28,
40, 65]. Por otro lado, en el presente estudio se
logré observar un mecanismo in silico de
inhibicién competitiva con el regulador CviR
de QS por medio de la unién de los grupos
funcionales de la vainillina que compiten por el
dominio de unidn al autoinductor-1. Lo cual fue
comparable con los estudios de Pal y cols., 2020
que comprobaron mediante experimentos in
la habilidad de
inhibidor del QS, observando la interaccién de

silico la vainillina como
la vainillina con ciertos aminoacidos del
regulador transcripcional homologo a LuxR.
Estos resultados fueron validados en 2 bacterias
Gram-negativas, pero se observo que el modo
de accion fue por medio de la unién de 2
aminoacidos clave (Thrl3l y lu214) de los
reguladores transcripcionales de QS (LuxR y
LsrR, respectivamente) [41].

En resumen, en la mayoria de los reportes
encontrados a la fecha, no se describen estudios
de acoplamiento molecular cuya utilidad es
comprender el mecanismo de uniéon de la
vainillina 'y el dominio de uni6on al
autoinductor-1 del regulador transcripcional

CViR [24, 64].

Por otro lado, se ha observado que el &cido
fertlico, un compuesto obtenido a partir de
extracto metanoico de ciertos aceites esenciales

puede inhibir el mecanismo de QS de C.
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violaceum cepa CV12472 con una MIC50 de
1000 pg/mL [64]. Disminuyendo la produccion
de la violaceina, modulando la actividad y la
sintesis del autoinductor-1 interfiriendo con los
procesos regulados por el par de proteinas
Cvil/CviR del sistema QS del modelo biosensor
[67-69]. A su vez, se reporta que el &cido
feralico reduce un 72% de la produccion del
pigmento violaceina de C. violaceum, en
comparacion con otros compuestos fendlicos.
Y su efecto es comparable con la furanona,
reduciendo el 79% de la produccion del
pigmento, resultando un buen prospecto como
un inhibidor del QS [70]. Finalmente, se report6
la disminucidon de la transcripcion de algunos
procesos bacterianos que son regulados por
proteinas homologas a LuxR en bacterias
Gram-negativas. Pero a la fecha, no se reportan
estudios de acoplamiento molecular para
comprender a mayor detalle las interacciones
con los residuos aminoacidicos del dominio de
autoindutor-1  del

union  al regulador

transcripcional de QS [24].

Con respecto al eugenol e isoeugenol, ambos
compuestos aromaticos son aceites esenciales
obtenidos del aceite del clavo, el cual ha sido
probado como un antimicrobiano en bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, que en
muchos de los casos son multirresistentes y
patdgenos oportunistas [71]. Se ha observado

que al adicionar el isoeugenol en cultivos
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bacterianos se ha disminuido la produccion de
algunos procesos bacterianos relacionados con
la virulencia como: la biopelicula, los genes
relacionados como el curli (cgsABDFG), los
genes de la fimbria (fimCDH) y la produccion
de toxinas (espD, escJ y escR) [26, 72, 73]. A
su vez, se ha observado que la minima
concentracion inhibitoria del QS o MQSIC del
(0.062 mg mL™),

produccion de la violaceina de C. violaceum,

isoeugenol inhibe la
sin embargo, no se reportan estudios in silico
que describan la interaccion del isoeugenol y el
regulador transcripcional CviR [71]. Por otro
lado, se reporta el efecto sinérgico del eugenol
y el carvacol al inhibir procesos regulados por
el QS, como ejemplo; las enzimas degradadoras
de la pared celular (PCWDES), la produccién de
biopelicula y los genes homdlogos al par de
proteinas homologas a Luxl/LuxR [60]. Por
otro lado, en Pectobacterium se encontré un
estudio de acoplamiento molecular del eugenol
y el regulador transcripcional homologo a
LuxR. Obteniendo valores de energia libre de
Gibbs de -6.2 kcal/mol, un valor muy similar al
del presente estudio, siendo superiores a los
valores obtenidos de la furanona C30 obtenido
por Joshi y cols., 2016 cuyos resultados fueron
comparables con el presente estudio.
Considerando, que la furanona presentd un
valor bajo de energia libre de Gibbs al estudiar

su interaccion in silico con el regulador
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homologo a LuxR y se reportd efecto
inhibitorio mediante experimentacion in vitro

[60].

El &cido hidroxicinamico y sus derivados son
en general poco polares, poseen una cadena
lateral con el grupo poliprenoide, lo cual facilita
el transporte a través de la membrana celular
bacteriana [67, 74]. De este compuesto, se ha
observado actividad antimicrobiana en algunas
bacterias Gram-positivas (MICs0=20 pg mL™")
y Gram-negativas (MICsp en rangos de 10-80
pug mL™') [75]. Por otro lado, se sabe que
bacterias Ralstonia

algunas como

solonacearum presentan mecanismos de
resistencia al &cido hidroxicinamico (el
principal componente de la pared celular de las
plantas) [76]. También, se ha identificado el
acido hidroxicindmico a partir de extractos de
miel, con efecto inhibitorio en la produccién de
la violaceina inactivando los genes encargados
de la sintesis del pigmento (vioA, vioD y VioE),
sin reportar estudios de interaccion por
acoplamiento molecular para comparar con el

presente estudio [77, 78].

Ademas, en el presente estudio se demostrd que
el p-hidroxibenzaldehido puede inhibir el QS de
C. violaceum por medio de un mecanismo
antagonista con el regulador transcripcional
CviR alcanzando una energia libre de Gibbs

alta, mayor a la de los inhibidores de QS
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furanona y vainillina. Estos estudios son
concordantes con los de Bucio-Cano y cols.,
2015 encontrando mediante experimentacion in
vitro por acoplamiento molecular que el
compuesto aromatico es afin al dominio de
union del autorinductor-1 del regulador
transcripcional CviR con una alta energia libre
de Gibbs. Ademas de las observaciones de
Choo y cols., 2006 que ayudaron a demostrar
que el extracto de las vainas de vainilla puede
inhibir el QS de C. violaceum, resaltando que el
4-hidroxibenzaldehido forma parte del extracto
de las vainas de vainilla y se observo que este
resistencia  al

microorganismo  presento

compuesto aromatico [28, 79].

Finalmente, para los compuestos aromaticos

protocatecolato, catecol, acido

hidroxibenzoico, alcohol vanilico,
protocatecolato y el 4-hidroxibenzaldehido
cuyos valores de energia libre de Gibbs fueron
bajos, no se reportan estudios de inhibicion de
QS y acoplamiento molecular. Pero se reportan
estudios descriptivos del acido vanilico sobre la
inhibiciébn de QS. Este ultimo compuesto
aromatico inhibe el proceso de adhesion de
algunas bacterias Gram-negativas a los
catéteres hechos a base de silicona asi como el
swarming y el swiming. Observando que, las
dosis empleadas del compuesto aromatico no

son letales, obteniendo un maximo crecimiento
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bacteriano de 6 UFC/cm?, reduciendo un 26-
51% la adherencia a los catéteres y se ha
apreciado que puede tener efecto sinérgico con
aromaticos en la

otros componentes

disminucion de la adherencia a ciertas
superficies, sugiriendo al &cido vanilico como
un tratamiento antimicrobiano para los
catéteres [80]. También, se han encontrado
estudios que confirman las propiedades
antimicrobianas del acido vanilico en Gram-
negativas,  reduciendo el  crecimiento
bacteriano, actuando como bactericida a ciertas
concentraciones (1.5 mg/ml), aumentando la
permeabilidad de las células hasta 3 veces su
valor original e inhibiendo la expresion de los
genes de virulencia (hilD, invH, prgH, prgK 'y
QS [81].
Finalmente, se probo el efecto en C. violaceum
CV026 del &cido vanilico con una MIC de

0.062 mg/ml inhibiendo la produccion de

sipA) que son regulados por

violaceina sin reportar estudios de interaccion
in silico de acoplamiento molecular [71]. A
continuacion, en la figura 5 se muestra un
modelo representativo del mecanismo de
inhibicion de QS de C. violaceum. Resumiendo,
el efecto de los compuestos aromaticos (el
acido ferulico, el eugenol, el isoeugenol, el 4-
hidroxibenzaldehido y el acido
hidroxicinamico) en la inhibicion del QS de C.
violaceum como la produccion de violaceina y

algunos genes de virulencia.
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Autoinductor Aitekdcor Proteinas que censan las QS de varias especies de Chromobacterium:
sintasa moléculas autoinductoras v' C. violaceum ATCC31532
v' C. violaceum CV026

Factores de virulencia: Sistema de secrecion tipo VI,
exoproteasa, la agregacion, la formacion de biopelicula,
el swarming, quitinasa, la tolerancia al estrés por H,0, y
la utilizacion de fuentes de nitrogeno

Regula los promotores vio4 y cvil
Produccion de la molécula C4-AHL y C,;-AHL

A i

Al-1 CurAHL VioA | VioB
Autoinductof Regulador
sintasa transcripcional [

|

Inhibidores del QS

. Produccionde
la violaceina

VioC I VioD I VioE I

Acido fertlico, eugenol, isoeugenol, 4-hidroxibenzaldehido y dcido
hidroxicindmico

Figura 5. Mecanismo de inhibicion del QS de C. violaceum por los compuestos aromaticos acido ferulico,
eugenol, isoeugenol, 4-hidroxibenzaldehido y acido hidroxicinamico. Imagen adaptada del KEGG, 2020 y la
informacién reportada por [24, 28, 70, 71, 77-79, 82].

Enlaces no covalentes formados durante los También, se asemejo el aminoacido Tyr, que se

acoplamientos de los inhibidores con CviR uni6 al 4cido graso la cadena lateral que

Las interacciones observadas en el presente conforma la AHL. Y el grupo acilo presente en

estudio demostraron que el aminoacido Trp del la cadena lateral de la AHL que se unié a los

regulador transcripcional CviR se une al anillo aminoacidos Ser y Tyr del dominio de unién a

de lactona del autoinductor-1. Lo cual es de las AHLS en el regulador transcripcional CviR

importancia debido a que en los residuos [43]. Con respecto a los enlaces 7 se mostraron

polares del extremo N terminal incluyen 3 coincidencias con el aminoacido Leu del

triptéfanos  conservados (Trp), que tienen dominio de unién a las AHLS en el regulador

contacto con una fraccion de la AHL, lo cual transcripcional CViR [43].
define su orientacion en el sitio de union de ) ) ) ) .
Mientras que, las interacciones hidrofobicas
CviR [83]. Por otro lado, se observo semejanza )
o _ entre la cadena lateral de la AHL y los residuos
con el aminoacido Asp de CviR, el cual se une ) o i 5
) de aminoacidicos dentro de la cavidad de union
al grupo amino de la molécula Ce-AHL.
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ala AHL sugieren que las interacciones en esos
sitios estdn dominadas por las fuerzas de Van
der Waals [84]. Estas Ultimas interacciones son
consideran fuerzas de atraccién o repulsion
débiles entre moléculas o grupos atémicos que
no son el resultado de enlaces covalentes o
interacciones electrostaticas entre iones o
grupos ionicos. Observando que los residuos de
aminoacidos que conforman la union a la
cadena de acilo de la AHL estdn menos
conservados, lo cual fue comparable y
observado en el presente estudio. Ademas, se
sabe que las moléculas autoinductoras pueden
ocupar diferentes configuraciones en el
dominio de unién al autoindutor-1 de los
reguladores del tipo LuxR. Por ejemplo, las
AHL cortas se extienden y apuntan hacia el
disolvente, mientras que las cadenas largas se
doblan y miran hacia al interior del sitio de
unién. Aparentemente, las proteinas LuxR
utilizan una combinacion variada de
aminoacidos que brindan cierta flexibilidad en
la cavidad que forma el sitio de union al ligando
para lograr la especificidad de unién a las AHL
como se observa en el presente estudio [83]. Se
sabe que los principales aminoacidos ubicados
en el dominio de union al autoindutor-1 del
regulador transcripcional homologo a LuxR y
se unen al autoinductor son 6 (Trp57, Tyr61,
Asp70, Pro71, Trp85y Gly113). Estos datos no

fueron tan comparables con el presente estudio
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ya que se obtuvieron diferentes aminoacidos, lo
cual se atribuye al acomodo de cada molécula
en el sitio de unién de CviR [85]. Estas
diferencias se deben también a que no todos los
aminoéacidos son conservados en las proteinas
del tipo LuxR de acuerdo con las secuencias
[86].

Por otro lado, se describen estudios de
acoplamiento molecular de la furanona C30 y
los reguladores LuxR homologos. Donde se
describe que esta molécula perdio la capacidad
de unirse a los mismos amino&cidos que se unen
a las AHL (como se observo en el presente
estudio). Debido a que hay diferencias entre los
grupos funcionales y estructura quimica de la
furanona C30, lo cual inestabiliza al regulador
transcripcional del tipo LuxR y es la razén por
la cual se observa la inhibicion del QS en
distintos modelos bacterianos Gram-negativos
[87]. Mientras que no se reportan estudios
detallados sobre compuestos aromaticos y el
CviR,
describan las interacciones por puente de

acoplamiento molecular con que

hidrogeno, enlaces ©y Van der Waals.

Toxicidad en ratén (LDso)

Los resultados obtenidos de toxicidad en raton
demostraron que los compuestos aromaticos
LDs0<5000
correspondiendo a una toxicidad de categoria 3,

poseen valores de mg/kg

lo cual puede ser interpretado como una
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toxicidad ligera [88]. Por otro lado, se encontro
en la literatura que el eugenol y el &cido
hidroxicinamico mostraron un valor de LDso
similar al experimental (1929.42/2850 mg/kg,
respectivamente) ademas de una baja toxicidad
[75, 51]. Mientras que, los estudios de Talapatra
y Sarkar, 2015 reportaron una LDso parecida a
la obtenida en el presente estudio [89]. Ademas,
de los valores experimentales obtenidos por por
Salau y cols., 2019 para &cido ferulico fueron
mayores (1772 mg/kg) a los del presente
estudio con una toxicidad moderada [90].
Finalmente, los valores

reportados para

isoeugenol y vainillina fueron un poco
superiores a los obtenidos experimentalmente
(1560 y 1578.70 mg/kg,

indicando que los compuestos aromaticos

respectivamente)

pueden ser empleados en dosis similares a las

encontradas en el presente estudio [51, 91].

Valores ADME

En el &mbito farmacéutico, el uso de Machine
Learning (ML) es apreciado debido a que se
pueden predecir propiedades de las moléculas o
farmacos para conocer propiedades como: la
tasa de absorcion, el metabolismo y la
excrecion, estos parametros son conocidos
como ADME. Ademas, de que se puede
conocer la toxicidad, carcinogenicidad,
solubilidad y afinidad de union de las moléculas

[92]. A su vez, se puede conocer sobre los
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compuestos que son sustrato o no de la
glicoproteina P-gp, un miembro de la familia de
transportadores de unién al ATP del tipo ABC.
Que son clave para evaluar el flujo de salida de
los farmacos por medio de membranas
biologicas como las que conforman las vias
gastrointestinales y el sistema nervioso central

[44].

La enzima citocromo P450 (CYP) y sus
isdmeros

El estudio de la interaccion de los compuestos
aromaticos con los citocromos P450 (CYP) y
sus isdbmeros son de importancia ya que son una
superfamilia de isoenzimas clave en la
eliminacion de farmacos por medio de la
biotransformacion metabdlica. Se ha sugerido
que las enzimas CYP y la proteina P-gp pueden
ayudar a metabolizar pequefias moléculas
sinérgicamente, para mejorar la proteccién de
tejidos y drganos en los seres humanos.
Ademas, se reporta que algunas moléculas
terapéuticas existentes son sustrato de las cinco
principales isoformas de CYP. Por lo que, la
inhibicion de estas isoenzimas es uno de los
principales parametros relacionados con la
reactividad de los grupos funcionales de las
moléculas, describiendo los efectos en células
del higado por la acumulacion de ciertos

farmacos y sus metabolitos [44].

Con respecto a los resultados obtenidos en el
presente estudio se ha encontrado que el acido
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ferilico no posee efecto significativo en la
actividad de enzima citocromo P40 (CYP) y las
isoenzimas CYP1A2, CYP2E1 y CYP3A4 tal
como se observé en los resultados del algoritmo
obtenido. Ademas, se ha observado que en
HaCaT

queratinocitos

células (una linea celular de

aneuploides inmortales

transformados  espontdneamente de  piel
humana adulta), que el cido feralico cumple un
papel no toxico en las enzimas citocromo y

protege contra el dafio oxidativo [64].

Con respecto a la vainillina se ha demostrado
mediante experimentacion in vitro que este
compuesto aromatico no presentd efecto
significativo en la actividad de las cinco
enzimas citocromo CYP450 humanas como se

observo en los resultados [93].

Del

inhibitorio aparente en la familia de citocromos

eugenol no se ha observado efecto
CYP450 [94]. Pero, otros autores reportan que
el eugenol inhibe fuertemente la actividad de
CYP1Al y CYP1B1, un efecto parecido al
encontrado mediante las herramientas in silico
parecido a los resultados obtenidos [95, 96]. Y
finalmente, del acido hidroxicindmico se ha
demostrado la interaccion con la familia de
enzimas citocromo P450 (CYP2C9, CYP2C19
y CYP3A4)
encontrado en el presente estudio [97, 98].

lo cual fue contrario a lo
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CONCLUSIONES

El presente estudio fue de interés debido a que
es un completo andlisis de las interacciones de
los grupos funcionales de los compuestos
aromaticos y los aminoacidos que conforman el
autoinductor-1 del
CviR de C.

violaceum. Concluyendo que en general la

dominio de wunion al
regulador transcripcional
mayoria de los inhibidores compite por el sitio
de unién de las AHLS en CviR,

compuestos aromaticos seleccionados son

los 5

inhibidores potenciales de CviR alcanzando
valores de energia de Gibbs mayores a furanona
y vainillina. Y que los aminoacidos Trpl03,
Asp89, Tyr80, Leud9 y Leu77 fueron clave en
la union de los inhibidores con el dominio de
autoinductor-1 en el

unién al regulador

transcripcional CviR.

Se produjo evidencia in silico del potencial
inhibitorio de los 5 compuestos aromaticos
del

molecular (el &cido ferulico, el eugenol, el

resultantes tamiz de acoplamiento
isoeugenol, el 4-hidroxibenzaldehido y el acido
hidroxicindmico). También se demostro que el
isoeugenol (9 aminoécidos) y la vainillina (8
aminoacidos) mostraron un mecanismo de
unién parecido al del autoinductor-1.Ademas,
el mecanismo de inhibicion es por medio del

bloqueo del dominio de unién a las AHL de

Articulo original




CviR, observando que los aminoacidos de CviR
se unen de forma diferente a los compuestos
aromaticos por medio de interacciones no
covalentes con el anillo aromatico de cada
compuesto inhibidor como el enlace puente de
hidrogeno, los diferentes enlaces 7 y las fuerzas
de Van der Waals. Lo cual permite un cierto
plegamiento del regulador CviR al interactuar
con los inhibidores, demostrando un
mecanismo de competencia con el ligando
natural Ce-AHL. Ademas, se encontré que los
compuestos aromaticos resultantes del analisis
por acoplamiento molecular no presentaron
efecto tdxico en el modelo de ratéon y no se
observo efecto elevado en la inhibicion de la
familia de los citocromos (CYP). Lo cual es de
utilidad debido a que no pueden inhibir la
mayor ruta de eliminacion de farmacos vy
productos secundarios en el ser humano. Por
ello, se recomienda aplicar estos componentes
mediante experimentacion in vitro para estudiar
su efecto en este patdgeno, para derivar
investigaciones que utilicen inhibidores
basados en la sinergia de los compuestos
aromaticos del presente estudio. Con la
finalidad de conocer sus efectos sobre la
atenuacion de la virulencia, y confirmar la
aplicabilidad en posteriores estudios in vivo de
los compuestos aromaticos encontrados y
conocer mas a detalle el mecanismo de

inhibicidn del QS en C. violaceum.
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