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Resumen

Introduccion: La resistencia a los antibidticos presente en Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina genera infecciones que dificultan el tratamiento
sobre todo a pacientes que presentan un sistema inmunitario comprometido
para ello se han realizado estudios de acoplamiento molecular como nueva
alternativa para tratar estas infecciones e intervenir en los factores de

virulencia.

Objetivo: Evaluar la actividad inhibitoria que presentan las flavonas mediante
un ensayo in silico frente a la enzima PBP2a de Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina.

Metodologia: Para el desarrollo de esta tesis se emplea un disefio
experimental in silico con un enfoque cuantitativo para evaluar los siguientes
aspectos: propiedades ADME, interacciones, niveles de energia de las 30
flavonas con el uso del docking molecular para interactuar con la PBP2a de

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.

Resultados: Se evalud la afinidad de cada flavona al interaccionar con la
enzima PBP2a mediante acoplamiento molecular obteniendo diversos niveles

de energia de las 5 mejores moléculas con un rango entre 10,7 — 9 kcal/mol.

Conclusion: Los datos recopilados en este estudio muestran los efectos
antibacterianos que presentan las flavonas y su posible uso como nuevo
antimicrobiano que ayude al tratamiento de infecciones de Staphylococcus

aureus resistente a la meticilina.
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Abstract

Introduction: Antibiotic resistance in methicillin-resistant Staphylococcus
aureus generates infections that make treatment difficult, especially in patients
with compromised immune systems. Therefore, molecular docking studies have
been conducted as a new alternative to treat these infections and intervene in

the virulence factors.

Objective: To evaluate the inhibitory activity of flavones by an in silico essay
against the Penicillin-Binding Protein 2a (PBP2a) enzyme of methicillin-resistant

Staphylococcus aureus.

Methodology: To develop this thesis, an in silico experimental design with a
quantitative approach was used to evaluate the following aspects: Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion (ADME) properties, interactions, and energy
levels of the 30 flavones, using molecular docking to interact with PBP2a of

methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

Results: The affinity of each flavone to interact with the PBP2a enzyme was
evaluated by molecular docking, obtaining different energy levels of the 5 best
molecules, ranging between 10.7 and 9 kcal/mol. Conclusion: The data
collected in this study shows the antibacterial effects of flavones and their
potential use as a new antimicrobial to aid in the treatment of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus infections.
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. INTRODUCCION
Los antibidticos B-lactdmicos, como las penicilinas son antibiéticos de amplio
espectro utilizados para el tratamiento de pacientes que padecen de diversas
patologias dependiendo del tipo de organismo bacteriano (1). Este grupo de
antibidticos son los farmacos de eleccién frente a microorganismos como las
bacterias gram (+), entre estos, S. aureus se considera uno de los patdégenos mas

importantes (2).

La meticilina es un antibidtico que pertenece al grupo de los betalactamicos que se
caracterizan por presentar un espectro reducido con respecto al grupo de las
penicilinas. En la literatura se ha descrito diversas propiedades de resistencia como
mecanismo de supervivencia de S.aureus MRSA hacia los B -lactamicos, entre ellas
encontramos las siguientes: produccion de (3 -lactamasas y supernumerarias que
se caracterizan por ser genes que portan a S.aureus mrsa una resistencia intrinseca

a meticilina (3).

S.aureus MRSA ha desarrollado resistencia a la meticilina debido a la sintesis de
las proteinas fijadoras de la penicilinas (PBP) en este grupo la de mayor interés es
la PBP2a que presentan la siguientes caracteristicas: peso molecular de 78 kDa,
baja afinidad a la meticilina y a los demas de los 3 -lactamicos (4). La PBP2a es de
origen cromosémico generado por el gen mec que presenta en su estructura varios
locis entre estos locis los mas representativos son la mecA que se encarga de
codificar a la PBP2a y el mecR que es el gen regulador. Las cepas SARM que portan
una resistencia intrinseca a meticilina en su estructura presentan los siguientes

marcadores el gen mecA y la PBP2a (5).

El término flavonoide se usa para referirse a una diversidad de compuestos
quimicos entre ellos podemos destacar los siguientes: flavonoles (presente en
manzanas y cebollas), flavonas (presente perejil y apio), flavanonas (presente
naranjas y limones), flavanoles (presente te verde y te negro), isoflavonas (presente
productos de soja), antocianididas (presente moras y arandanos) y biflavonas
(presente Ginkgo biloba) (6). Como alternativa de solucién, el uso de herramientas

computaciones mediante programas de acoplamiento molecular en la actualidad ha

1
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tenido un elevado impacto, ya que, permite el analisis y seleccion de moléculas en
este caso de flavonoides mas prometedoras que pudieran inhibir las enzimas
PBP2A de S. aureus MRSA.

En este sentido, este trabajo busca dar apoyo en la busqueda de soluciones a la
falta de alternativas de tratamientos y propone el uso de herramientas in silico que
permitan identificar flavonoides de origen natural con potencial actividad

antibacteriana frente a S. aureus MRSA.

Se espera que los resultados proporcionen una mejor comprension de las
interacciones moleculares entre los flavonoides y PBP2a, y que identifiquen
compuestos con alto potencial inhibidor que permita el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos contra infecciones causadas por MRSA. Por consiguiente, los
resultados obtenidos constituiran una potencial actividad antibacteriana frente a S.
aureus MRSA.

Einsteen Espinoza Reyes
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I.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

S. aureus es una bacteria Gram-positiva, que ocasiona diversas patologias que
pueden ir desde dafos leves a graves. Dentro de las enfermedades mas
complicadas que causa esta bacteria se encuentra la neumonia, endocarditis,
bacteriemia e infecciones de localizacion quirurgica. Ademas, puede presentar el

caso de una colonizacion asintomatica, que facilita su transmision.

El patogeno S. aureus es uno de elevada prevalencia a nivel mundial, coligado a un
alto indice de mortalidad y un progreso vertiginoso de resistencia a los antibiéticos
(9). Universalmente es estimado como una causa transcendental de infecciones
mediadas por bacterias en piel, hueso y tejidos blandos, su dafio se debe a una
composicidon de factores que incluye resistencia por varios antibiéticos, alto indice
de traspaso de génica de tipo horizontal, factores de virulencia, asi como su rapida

adaptacién al medio (10).

Las bacterias resistentes a multiples farmacos representan un problema cada vez
mayor en hospitales a nivel mundial. ElI S. aureus MRS es un agente que ocasiona
una variedad de patologias infecciosas en los entornos tanto hospitalarias como

comunitarias (11).

Las alternativas de tratamiento antimicrobiano para el S. aureus MRSA son una vez
mas limitadas. Las cepas de MRSA son resistentes a la meticilina debido a la
formacion de enzimas B-lactamasa, asi como a la presencia del gen mecA, que
codifica la proteina de unién a penicilina (PBP2a) que reduce la similitud por los

medicamentos 3-lactamicos (12).

Por consiguiente, las moléculas de fuente natural pueden representar una excelente
opcidon que ayude al desarrollo de nuevos antimicrobianos. También, el disefo
racional de farmacos facilita el analisis in silico de moléculas mediante herramientas
computacionales, lo que puede mejorar las posibilidades de identificar compuestos

naturales con efectividad biolégica para inhibir enzimas de bacterias patégenas.
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1.2.- JUSTIFICACION

La investigacion es novedosa y actual ya que busca dar apoyo en la indagacion de
soluciones al déficit de antibidticos y propone el uso de herramientas in silico que
permitan identificar flavonoides de origen natural con potencial actividad
antibacteriana frente a S. aureus resistente a meticilina. Se aplica una metodologia
en el campo de la bioinformatica, lo que permitira presagiar energias y realizar
calculos por medios informaticos para enlace entre los potenciales ligandos con la
enzima PBP2a S. aureus resistente a meticilina. La investigacion se ajusta a la linea
de la Universidad y en correspondencia a las tematicas del pais sobre el desarrollo
de los productos naturales con fines terapéuticos. Los beneficios del estudio se
enfocan en el aporte de predecir las propiedades farmacocinéticas de los
flavonoides, lo que complementa la visién de un potencial terapéutico preliminar en
patologias asociadas a infecciones por S. aureus. Los beneficiarios directos lo
constituyen los profesionales de la salud e investigadores que contaran con
informacion cientifica que permitira plantear investigaciones in vitro e in vivo que

corrobore la hipotesis propuesta de este trabajo basada en acoplamiento molecular.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA

¢ Los derivados los flavonoides presentan actividad inhibitoria frente a las enzimas

PBP2a de S. aureus resistente a meticilina?

1.3.- OBJETIVOS
1.3.1.-Objetivo General:

Evaluar la actividad inhibitoria que presentan los derivados de flavonoides frente a

las enzimas PBP2a de S. aureus resistente a meticilina.

1.3.2.-Objetivos Especificos:

¢ |dentificar los derivados flavonoides que presentan efecto antimicrobiano a

incluir en el proceso de evaluacion por acoplamiento molecular.
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e Evaluar por acoplamiento molecular la afinidad que presentan los derivados
flavonoides con la enzima PBP2a.
e Establecer la afinidad de los derivados flavonoides con la enzima PBP2a

mediante los niveles de energia.
l.4.- MARCO TEORICO
1.4.1.- Antecedentes:

La resistencia antibiética es uno de los retos mas criticos que afronta la medicina
moderna, y S. aureus, ha emergido como un patdgeno especialmente preocupante
debido a su capacidad para desarrollar resistencia a multiples antibiéticos (13). En
este contexto, los estudios in silico y el acoplamiento molecular han surgido como

herramientas fundamentales para comprender y combatir esta creciente amenaza.

S. aureus es un patdbgeno comunmente asociado con una variedad de infecciones,
que van desde infecciones cutaneas leves hasta enfermedades graves como la
sepsis y la neumonia. Sin embargo, su capacidad para la resistencia a los
antimicrobianos ha generado una crisis de salud global (14). Este microorganismo
ha tenido resistencia a una extensa variedad de antimicrobianos, incluidos los
betalactamicos, vancomicina y linezolid, reduciendo asi las opciones de tratamiento

efectivo (5).

Los estudios in silico, que implican la utilizacion de computadoras y modelos
computacionales para simular y predecir fendmenos bioldgicos, juegan un papel
crucial en la comprension de la resistencia antibidtica. Estos estudios permiten
analizar a nivel molecular cémo se desarrolla la resistencia, identificar los
mecanismos subyacentes y prever posibles estrategias para contrarrestarla. Al
simular interacciones moleculares, los cientificos pueden disefar moléculas
potenciales que inhiban las vias de resistencia o restauren la eficacia de los

antibidticos existentes.

El acoplamiento molecular es un método que emplea la informatica que modela la
interaccién entre una molécula pequefia, como un farmaco candidato, y una

proteina objetivo, como una enzima o un receptor bacteriano. En el contexto de S.
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aureusy la resistencia antibidtica, el acoplamiento molecular se utiliza para predecir
como los farmacos potenciales se uniran a las proteinas responsables de la
resistencia y, por lo tanto, interferiran con su actividad. Este enfoque permite el
disefo racional de compuestos que puedan combatir la resistencia de manera

especifica y efectiva (12).

A lo largo de los afos, los estudios in silico y el acoplamiento molecular han
proporcionado valiosos conocimientos sobre la resistencia antibidtica en S. aureus
y muchas otras especies bacterianas con potencial patogénico. Han facilitado el
descubrimiento de nuevos compuestos antimicrobianos, la optimizacion de los
existentes y la identificacion de objetivos terapéuticos prometedores. Sin embargo,
persisten desafios, como la necesidad de optimizar la exactitud de los modelos

computacionales y la validacion experimental de los hallazgos in silico.

En un estudio de Zhong-Lin Sun y cols (2020), se logré aislar e identificar la
saphoraflavanona G (SG) de la planta Sophora alopecuroides con el propdsito de
observar su efecto antibacterial contra S. aureus en ratones. Se infectaron seis
grupos de 10 ratones con S. aureus, y se les administro SG solo o en combinacion
con norfloxacina. Los resultados sugieren la viabilidad de evaluar este tipo de

flavonoides mediante estudios in silico (15).

En un estudio de acoplamiento molecular de Fang y cols (16), proponen que los
flavonoides inhiben el superenrollamiento del ADN al competir con el sitio de unién
de ATP en la subunidad B de la ADN girasa (GyrB). En este mecanismo, los
flavonoides que se enlazan al ADN estabilizan el complejo ADN-girasa, lo que
provoca la induccion de la escision del ADN. Ademas, sefialaron que los grupos 3-
hidroxilo, 5-hidroxilo, 7-hidroxilo y 4-carbonilo son substituyentes de flavonoides que

desempefian un papel crucial al interactuar con residuos clave de GyrB.

Recopilacion de estudios sobre fitocompuestos muestra que el biflavonoide
amentoflavona, que se obtiene por acoplamiento oxidativo de dos moléculas de
apigenina, dando como resultado un enlace entre las posiciones C-3 del anillo de
hidroxifenilo y C-8 del anillo de cromeno, tiene un papel como inhibidor de la

catepsina B, agente antiviral, inhibidor de la angiogénesis, inhibidor de P450 y

7
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metabolito vegetal. De manera especifica, se ha comprobado que antagonizan o
inhiben la biosintesis de los citocromos P-450 CYP3A y CYP2C9 (17).

En el estudio realizado por Alhadrami y col. (18) investigaron un conjunto de
compuestos fenolicos vegetales comunes para determinar sus posibles efectos
antibacterianos contra el S. aureus resistente a la meticilina (MRSA). Se descubrio
que los flavonoides, son una clase prometedora de compuestos contra MRSA,
particularmente los no glicosilados. Se evidencié que quercetina (-7,2, -7,2
kcal/mol), Kaempferol (-7,6, <-7,0 kcal/mol), Hesperetina (-9,6, —9,9 kcal/mol) son
flavonoides glicosilados que pueden lograr una buena interaccion con un sitio de
unién a la proteina penicilina 2a (PBP2a). Se concluye que esta clase de metabolitos
vegetales se considera prometedora como terapia anti-MRSA y puede valer como
potencial punto de partida para un mayor progreso de antibioticos de origen vegetal

mas potentes o terapias adyuvantes.

Otro estudio mostré que flavonas del grupo de kuwanon G, kuwanon H, mulberrin y
morusin tienen una alta eficacia contra diversos aislados de MRSA. Segun el
anadlisis de estructura-actividad, las ciclohexeno-fenilcetonas y los grupos
isopentenilo fueron criticos para acrecentar la permeabilidad de la membrana y
disipar la fuerza motriz de los protones. Mientras tanto, los estudios mecanicistas
demostraron ademas que el kuwanon G mostraba una rapida actividad bactericida
in vitro con dificultad para desarrollar resistencia a los medicamentos. Kuwanon G
apunté al fosfatidilglicerol y la cardiolipina en la membrana citoplasmatica mediante
las interacciones electrostatica y la formacion de enlaces de hidrogeno. Ademas, el
kuwanon G promovio la cicatrizacion de heridas en un modelo de ratén de infeccion
cutanea por MRSA (19).

En otro estudio, se analizaron un total de 284 fitoquimicos antimicrobianos utilizando
el enfoque de acoplamiento molecular. Como valor umbral se utilizé la afinidad de
unién de la meticilina, -11,241 kcal/mol. Se encontré que nueve eran buenos
inhibidores de la PBP2a, entre los cuales la cianidina, la tetrandrina, la
ciclomorusina, la lipomicina y la morusina (valor de la energia -13,755 kcal/mol)

mostraron un fuerte potencial de unién con la proteina receptora. Estos fitoquimicos
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mejor seleccionados también se acoplaron al sitio alostérico de PBP2a, y la mayoria
de los compuestos revelaron fuertes interacciones con el sitio alostérico. La
cianidina tuvo la mayor afinidad de unién con PBP2a y una alta absorcion
gastrointestinal (Gl). Nuestros hallazgos sugieren que la cianidina puede usarse
como farmaco contra la infeccién por MRSA, ya sea en forma purificada o que su
estructura puede conducir al desarrollo de medicamentos anti-MRSA mas potentes.
(20)

En una amplia clasificaron 580 antraquinonas en funcién de sus energias de union
para S. aureus, de las cuales la 7,7'-bializarina (ZINC000004783172) exhibio el
valor mas alto para todas las ADN girasas de la subunidad B. Los resultados revelan
el potencial de esta molécula para acoplar firmemente al sitio activo de la subunidad
B de las girasas del ADN de S. aureus, por lo tanto, representa un candidato
prometedor para futuras investigaciones enmarcadas en pruebas in vitro destinadas

a evaluar su efecto antibacteriano (21).

En este sentido, otro estudio basado en el acoplamiento molecular y el modelo
farmacoforico, calculos de energia libre y simulaciones de dinamica molecular
marcaron a la 1,8-dihidroxi-4,5-dinitroantraquinona (DHDNA) como el inhibidor mas
prometedor frente a S. aureus. Ademas, estos analisis sobresalieron la contribucién
del grupo nitro a la afinidad de esta antraquinona por el sitio de union de nucleétidos
de PPAT. EI DHDNA fue activo in vitro frente a bacterias grampositivas con valores
de concentracion inhibidora minima (CIM) de 31,25 ug/ml para S. aureus,

mostrando actividad antimicrobiana (22).

Estudios anteriores han evidenciado la actividad antibacteriana de la
sophoraflavanona G (una flavanona) contra MRSA (S. aureus resistente a la
meticilina) y estreptococos. Al analizar el efecto de la sophoraflavanona G sobre la
fluidez de la membrana utilizando membranas modelo liposomales y comparandola
con la flaingenona naringenina (una flavanona menos activa), se demostré que la
sophoraflavanona G aumenta significativamente la polarizacion de fluorescencia de
los liposomas. Ademas, se comprobd que el glabrol, la licocalcona A, la licocalcona

C y la licocalcona E mostraron una alta eficacia contra el S. aureus resistente a la
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meticilina (MRSA). El acoplamiento molecular mostré que el glabrol se une al
fosfatidilglicerol (PG), la cardiolipina (CAL) y lisil-PG mediante la formacién de
enlaces de hidrogeno. Las energias de interaccion del glabrol con PG, CAL v lisil-
PG fueron de -20,550, -26,144 y —-17,346 kcal/mol, respectivamente mediante el
programa Discovery Studio Client 2018. (23).

Un estudio llevado a cabo por Sosa de Ledn (2020) se centrd en la evaluacion de la
actividad antiadipogénica in silico de las flavonas disponibles en las semillas de
haba. Segun los hallazgos, las semillas frescas de haba exhibieron las
concentraciones mas elevadas de varios compuestos, incluyendo epicatequina
(EC), acido galico, catequina, epigalocatequina (EGC), acido -clorogénico,
quercetina, quercetina 3-B-D-glucésido y acido cafeico. Al analizar la puntacion de
energia de union de PPAR v, se observé que el ligando galato de epigalocatequina
(EGCG) consiguio el mayor resultado, con una energia de unién de -9.5 kcal/mol,
estableciendo puentes de hidrogeno con los residuos ARG280 y HIS266. En
relacion con C/EBP, el ligando EC demostré una energia de unién de -4.43
kcal/mol y establecié dos puentes de hidrégeno en los residuos GLU336 y LYS332.
Estos resultados llevaron a la conclusion de que el analisis in silico predice el
potencial antiadipogénico de los flavonoides (EGCG y EC), por lo que conociendo
el efecto antibacteriano de los flavonoides pudiera ser una opcion evaluar este tipo
de compuestos por acoplamiento molecular para este tipo de efecto frente S,aureus

resistente a meticilina (24).

El trabajo realizado por Velazquez-Lopez y cols (2023) se enfocé en la evaluacion
de la capacidad antioxidante del gel de Aloe vera, asi como en el analisis in silico
para explorar el potencial terapéutico de sus componentes activos en la enfermedad
de Alzheimer. A través del analisis in silico, se examiné la interaccidon potencial de
ocho compuestos presentes en el gel de aloe vera con la proteina gamma
secretasa. Los resultados revelaron una destacada actividad antioxidante del gel de
aloe vera mediante pruebas como ABTS, DPPH y la reduccion de radicales OH, con
la capacidad de inhibir el 50% de los radicales utilizando concentraciones bajas, y

mostrando correlaciones positivas con los niveles de fenoles totales y flavonoides.
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En el estudio in silico, se observd que el compuesto mas prometedor en términos
de unién con la gamma secretasa fue la aloe-emodina, que presentd una energia
libre de unidbn mas baja (-4.13 Kcal/mol) y una concentracion de constante de
inhibicion menor (< 1 mM), lo que sugiere su posible utilidad como coadyuvante en
la terapia de Alzheimer. Por lo que conociendo el efecto antibacteriano de los
flavonoides pudiera ser una opcion evaluar este tipo de compuestos por
acoplamiento molecular para este tipo de efecto frente S, aureus resistente a

meticilina (25).

Gonzalez y cols (2021) mediante una exhaustiva busqueda bibliografica, se
identificaron un total de 32 flavonoides, siendo los mas comunes la quercetina,
biochanina, daidzeina, formononetina y gliciteina, presentes en seis de las nueve
frutas estudiadas. En relacion con las vitales proteinas comprometidas en procesos
cronicos inflamatorios, se obtuvieron 35 proteinas de la base de datos Polysearch2,
utilizando un conjunto de interaccion entre proteinas. Mediante analisis de
interseccion, se identificaron ocho proteinas hub (TNF, IL6, TLR4, STATS3, IL10,
CXCLS8, IL1B e IL4), enriqueciendo especialmente funciones de las citoquinas y
procesos bioldgicos relacionados con la respuesta del sistema inmunologico. Los
flavonoides expusieron valores de analogia semejantes a los inhibidores detallados
en la literatura, que oscilaron entre 5.6 y -8.7 Kcal/mol. Entre los flavonoides, morina
(-8.2 kcal/mol) y ramnetina (-8.5 kcal/mol) demostraron mayor afinidad a los dos
sitios valorados en la IL13, mientras que formononetina (-7.0 kcal/mol), diosmetina
(-6.4 kcal/mol), fisetina (-7.9 kcal/mol), quercetina (-8.7 kcal/mol) y peonidina (-8.3
kcal/mol) mostraron mayor afinidad a IL6, CXCR2, TNF, TLR4 y STATS,

proporcionalmente (26).

En el estudio realizado por Cardenas-Hernandez y cols (2023) se examino la
afinidad de alianza de los compuestos bioactivos de 10 plantas utilizadas en México
para enfermedades infecciosas, utilizando técnicas de acoplamiento molecular con
dos portadores en linea disponibles: COVID-19 Docking Server y DockThor. Los
resultados revelaron que Cypellocarpin B, Cypellocarpin C, Luteolina 7-glucésido y

Syringetin glucopirandsido expusieron la elevada afinidad hacia las proteinas Mpro
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y RdRp. Especificamente, la energia de union del flavonoide Luteolina 7-glucdsido
con Mpro fue de -8.30 kcal/mol y -9.040 kcal/mol en los servidores CDS y DT,
respectivamente, en comparacién con el control de Remdesivir que obtuvo -8.30
kcal/mol y -7.919 kcal/mol, correspondientemente. En cuanto a la unién con RdRp,
la energia obtenida con CDS fue de -10.00 kcal/mol para Luteolina 7-glucésido,
mientras que en DT fue de -6.511 kcal/mol. Por otro lado, Remdesivir mostro valores
de -9.20 kcal/mol en CDS y -7.330 kcal/mol en DT. Se resalta que la flavona
Luteolina y sus derivados presentan una diversidad de efectos bioldgicos, entre las
que se acentuan las propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y
anticancerigenas. Los resultados del acoplamiento molecular sugieren que el
luteolin-7-glucoside podria latentemente inhibir la Mpro en el virus SARS-CoV-2
(27).

En resumen, los estudios in silico y el acoplamiento molecular son herramientas
esenciales en la busqueda de moléculas para enfrentar la resistencia antibiética en
S. aureus. Su capacidad para modelar interacciones moleculares y predecir la
eficacia de los compuestos antimicrobianos ofrece una alternativa mas en la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. Con un enfoque multidisciplinario que
integre la bioinformatica, la quimica computacional y la microbiologia, podemos
abordar de manera mas efectiva este desafio urgente y aportar con la salud publica

contra las amenazas bacterianas resistentes a los antibibticos.
.4.2.- Marco referencial:

1.4.2.1 Staphylococcus aureus
1.4.2.1.1 Generalidades

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, esférica (cocos) que forma
racimos caracteristicos al observarse bajo el microscopio. Es una de las especies
de bacterias mas comunes y versatiles que se encuentran en el microbiota de los
seres humanos, especialmente en las mucosas y piel. Se caracterizan porque
retienen la tincién de color violeta-azulada en la tincion de Gram por la presencia de
una capa gruesa de peptidoglicano en su pared celular. En el microscopio se puede

apreciar la fina membrana plasmatica, compuesta por fosfolipidos y proteinas (28).

12



Universidad
Catdlica
de Cuenca

Facultad de Bioguimica y farmacia

El S. aureus pertenece al género Staphylococcus, la bacteria de este grupo mas
reconocida y estudiada. Constituye un patégeno oportunista capaz de provocar una
amplia gama de infecciones, que van desde tipo tejidos blandas y cutaneas hasta
infecciones severas como bacteriemia, endocarditis, osteomielitis, neumonia y
sindrome de shock téxico. Produce diversas toxinas que contribuyen a su virulencia,
como la toxina de choque téxico, las enterotoxinas (que causan intoxicacion

alimentaria) y las exotoxinas que dafan los tejidos (29).

Cuando existe inmunosupresion y predisposicion en el huésped, S. aureus
aprovecha la oportunidad para penetrar a los tejidos, adherirse a las células
epiteliales y producir la infeccion. Ademas de su amplia distribucion global, S.
aureus ha representado un problema significativo de salud publica debido a su
resistencia a varios antibioticos, incluidos los B-lactamicos (como la oxacilina), los
aminoglucosidos (como la gentamicina y la amikacina), los macrdlidos, las
lincosamidas, las fluoroquinolonas y el cloranfenicol. La resistencia mas destacada
ha sido frente a la meticilina (MRSA) y, actualmente, la bacteria también ha

comenzado a mostrar resistencia a la vancomicina (30).

Este microorganismo puede trasmitirse de diversas formas, siendo las vias mas
comunes, la unién directa con una persona infectada o portadora de S. aureus,
especialmente a través de lesiones cutaneas infectadas, heridas o secreciones
nasales. La bacteria puede sobrevivir durante periodos variables en superficies y
objetos contaminados, si un individuo se pone en contacto con elementos
contagiados y posteriormente toca las mucosas o piel su piel, puede transferir la

bacteria a si misma (31).

También S. aureus puede contaminar los alimentos, las toxinas producidas por la
bacteria en los alimentos contaminados pueden causar intoxicacion alimentaria.
Aungque menos comun que otras vias, puede transmitirse mediante de goticulas que
salen de las personas que tienen la infeccion por via respiratorias al toser, hablar, o
estornudar. En entornos hospitalarios, S. aureus puede propagarse de paciente a
paciente mediante el contacto con personal médico o visitantes infectados, asi como

por medio de equipos médicos o dispositivos invasivos contaminados (31).
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1.4.2.1.2 Clasificacion

Staphylococcus aureus se puede clasificar dependiendo de los criterios que a

continuacion se menciona por Diaz de Medina (32):

1. Segun producen en su metabolismo la enzima coagulasa:

Staphylococcus coagulasa positivos (incluyendo S. aureus). Estas
bacterias producen la enzima coagulasa, la cual puede convertir el
fibrindgeno presente en el plasma sanguineo en fibrina, formando
coagulos. S aureus es el miembro mas destacado de este grupo y es
coagulasa positiva. La produccién de coagulasa es una caracteristica

distintiva de esta especie (33).

Staphylococcus coagulasa negativos (incluyendo S. epidermidis y S.
saprophyticus): Estas bacterias no producen la enzima coagulasa y, por
lo tanto, no forman coagulos en el plasma sanguineo. S. epidermidis es
una especie comun que forma parte del microbiota normal de la piel
humana. Aunque generalmente es una bacteria comensal, puede
producir contagios oportunistas, principalmente en individuos con
dispositivos médicos implantados, como catéteres intravenosos o
protesis. S. saprophyticus es otra especie coagulasa negativa que puede
causar infecciones del tracto urinario, siendo una de las principales

causas de cistitis en mujeres jovenes sexualmente activas (33).

Esta clasificacion basada en la produccion de coagulasa es util desde un punto de

vista clinico, ya que S. aureus, siendo coagulasa positiva, generalmente se asocia

con infecciones mas graves y una mayor capacidad patogénica en comparacion con

las especies coagulasa negativas.

2. Segun la presencia de la proteina A:

Staphylococcus aureus puede clasificarse en cepas que poseen o no la
proteina A de superficie. La generalidad de las cepas de S. aureus son
productoras de proteina A, la cual tiene un papel importante en la

patogenicidad de la bacteria (32).
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. Segun la sensibilidad a los antibidticos:

Se basa en la respuesta de la bacteria a los antibiéticos. Una de las
clasificaciones mas importantes es la diferenciacién entre S. aureus
sensible a meticilina (MSSA) y S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
esta ultima siendo una preocupacion importante debido a su resistencia

a multiples antibiéticos (33).

. Segun el perfil de resistencia antibiotica:

Staphylococcus aureus puede clasificarse segun su resistencia a otros
antibiodticos, como la vancomicina, la clindamicina, la eritromicina, entre
otros. Esto es importante para determinar las opciones de tratamiento
(33).

. Segun la produccion de toxinas:

Staphylococcus aureus produce varias toxinas, incluyendo enterotoxinas,
toxina de choque toéxico, exfoliatina, entre otras. Dependiendo de qué
toxinas produzca una cepa especifica, puede tener un impacto en la

gravedad y el tipo de enfermedad que cause (33).

. Segun la epidemiologia:

En entornos clinicos, S. aureus puede clasificarse en cepas hospitalarias
(asociadas con infecciones adquiridas en hospitales) y cepas
comunitarias (asociadas con infecciones adquiridas fuera del entorno
hospitalario) (32).

1.4.2.1.3 Epidemiologia

A nivel global, S. aureus es un patégeno responsable de diversas enfermedades
infecciosas y, con el tiempo, se ha transformado en una bacteria multirresistente a
los antibidticos. Este microorganismo es una causa significativa de morbilidad y
mortalidad en pacientes pediatricos, quirdrgicos y aquellos en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI). En Estados Unidos, el Sistema Nacional de Vigilancia

de Infecciones Nosocomiales (NNIS, por sus siglas en inglés) informé en 2020 que
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las infecciones causadas por S. aureus estan en aumento, estimando que el 60%

de los pacientes hospitalizados sufren infecciones por esta bacteria (35).

La prevalencia de S. aureus mundialmente puede variar segun el pais y las
condiciones especificas de salud y sanitarias de cada region. En general, se ha
observado una alta prevalencia de infecciones por S. aureus, tanto en la colectividad
como en el ambito hospitalario. Ademas, el aumento de la resistencia a los
antibioticos, incluida la resistencia a la meticilina (MRSA), es un inconveniente
creciente en la region. Como reporta la OMS para el 2020 el porcentaje de S. aureus
resistente a meticilina (SARM) a nivel mundial se comport6 en el 35%, siendo Arabia
Saudita (49%), Argentina (38%), Camboya (68%), Chipre (50%) y Estados Unidos

(63%) los mas representativos (36).

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO), en 2016 la
frecuencia de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) en
hospitales ecuatorianos fue del 25%. No obstante, desde entonces, la tasa de

infecciones ha ido incrementandose continuamente hasta la fecha (37).

Estudio realizado en un Hospital de especialidades en Quito, Ecuador, en el 2021,
de encontr6 que el 95 % de los colaboradores mostraban Staphylococcus,
especificamente el 12,5 % con S. aureus meticilino resistente. Conjuntamente, el
servicio con distribucion mayor de SARM fue Cuidados Intensivos con el 13,19 %.

El personal de enfermeria con un 31% fueron portadores de S. aureus SARM (38).

De acuerdo con datos obtenidos por Cuenca, en 2015 Ecuador report6é un 5,1% de
infecciones causadas por Staphylococcus aureus. En los afios siguientes, se
registraron casos adicionales de neumonia, lo que llevd a la conclusion de que el
pais continua enfrentando un problema de salud publica debido a la alta incidencia

de enfermedades relacionadas con esta bacteria (39).

En un estudio llevado a cabo por Alvarez y Alao (2010) en el Hospital Vicente Corral
Moscoso y el Hospital Militar de Cuenca, se analizaron 150 cultivos de
Staphylococcus aureus obtenidos de muestras de hisopados nasales. De estas
muestras, se aislaron 55 cepas de S. aureus. Los resultados mostraron que el 37%

del personal hospitalario eran portadores nasales de esta bacteria (29).
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1.4.2.1.4 Principales enfermedades
Staphylococcus aureus es responsable de una amplia variedad de enfermedades,
tanto superficiales como sistémicas, que pueden ser leves, moderadas o graves,
dependiendo de varios factores, incluyendo la salud del huésped, la virulencia de la

cepa bacteriana y la susceptibilidad a los antibidticos (33).
Infecciones cutaneas y de tejidos blandos

Staphylococcus aureus es una de las primordiales causas de enfermedades de los
tejidos blandos y la piel. Estas infecciones incluyen forunculos, foliculitis, abscesos

cutaneos, impétigo y celulitis (33).
Neumonia

Staphylococcus aureus puede causar neumonia, esencialmente en personas con
sistemas inmunitarios comprometidos o que estan hospitalizadas. La neumonia por

S. aureus puede ser grave y potencialmente mortal (33).
Bacteriemia y septicemia

La bacteriemia es conlleva a la aparicion de bacterias en la sangre, mientras que
la septicemia es una respuesta inflamatoria sistémica grave causada por bacterias
u otros agentes infecciosos en la sangre. S. aureus es una causa importante de

bacteriemia y septicemia, especialmente en pacientes hospitalizados.
Endocarditis

La endocarditis es una infeccion de la membrana interna del corazoén y las valvulas
cardiacas. S. aureus es una de las principales causas de endocarditis bacteriana,

que puede ser mortal si no se trata adecuadamente (33).
Osteomielitis

Esta es unainfeccion del hueso que puede ser causada por S.aureus. Puede ocurrir
como una complicacion de una infeccidn de tejidos blandos o como resultado de la

diseminacion de la bacteria a través del torrente sanguineo (33).

Infecciones del tracto urinario
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Aunque menos comunes que otras infecciones, S. aureus puede causar
infecciones del tracto urinario, especialmente en personas con factores de riesgo,

como catéteres urinarios (33).
Sindrome del shock téxico

Esta es una enfermedad latentemente mortal producida por la produccién de toxinas
por parte de ciertas cepas de S. aureus. Se caracteriza por fiebre, erupcion cutanea,

hipotension y disfuncion multiorganica (32).

Es importante destacar que S. aureus puede causar una amplia gama de otras
enfermedades, y la gravedad de la enfermedad puede variar significativamente de
un individuo a otro. Ademas, el acrecentamiento de la resistencia a los
antimicrobianos, especialmente la resistencia a la meticilina (MRSA), ha complicado
la terapia de las infecciones por S. aureus y ha aumentado la morbimortalidad
asociada con estas enfermedades (39).

4.2.1.5 Principales tratamientos usados para tratar enfermedades por S.
aureus

- Penicilinas

Histéricamente, la penicilina ha sido un tratamiento efectivo para las infecciones por
Staphylococcus aureus sensible a la penicilina. Sin embargo, debido a la aparicion
de cepas resistentes, como el S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), en

muchos casos ya no es efectiva (30).
-Cefalosporinas

Algunas cepas de S. aureus son sensibles a las cefalosporinas de primera

generacion, pero también han surgido cepas resistentes (10).
-Carbapenémicos

Son un tipo de antibiéticos que tienen la capacidad de matar bacterias. Actuan de
manera similar a las penicilinas al detener la produccién de una parte importante de
la pared celular de las bacterias, lo que las hace mas débiles y propensas a morir.
Estos antibidticos bloquean una enzima Illamada transpeptidasa, que es
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fundamental para que se forme la pared celular bacteriana, y también causan dafo

directo a la estructura celular, lo que lleva a la ruptura de las bacterias (40).

Algunos ejemplos comunes de carbapenémicos incluyen Imipenem, Meropenem,
Ertapenem y Doripenem. Estos medicamentos son ampliamente utilizados para
atender enfermedades causadas por bacterias de tipo grave en pacientes
hospitalizados, principalmente aquellas originadas por bacterias resistentes a otros

tipos de antibioticos (40).

Las infecciones provocadas por S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) pueden
ser extremadamente graves y estan entre las mas comunes entre las amenazas
resistentes a los antibidticos. Las enterobacterias resistentes a los carbapenémicos
(CRE) son un conjunto de bacterias que han desarrollado resistencia a casi todos
los antibidticos disponibles, incluidos los carbapenémicos, que suelen ser utilizados

como ultimo recurso para tratar patégenos resistentes a los farmacos (30).
-Monobactamicos

Funcionan al detener la produccién de una parte clave de la pared celular de las
bacterias, pero se enfocan especificamente en la ultima etapa de este proceso. Esto
afecta tanto a las bacterias Gram-negativas como a las Gram-positivas, aunque su
efecto es menos notable en estas ultimas. El monobactamico Aztreonam es el Unico
que se utiliza en la practica clinica. Este medicamento es util para tratar una

variedad de infecciones bacterianas en los pacientes (34).
-Macrélidos

Son una opcién de tratamiento cuando hay resistencia a las penicilinas o cuando
los pacientes tienen alergia a ellas. Estos medicamentos funcionan deteniendo la
produccion de proteinas en las bacterias. Lo hacen uniendo una parte especifica
del ribosoma bacteriano, llamada sitio P en la subunidad 50S. Al unirse, bloquean
la elongacion de las proteinas, lo que interrumpe el proceso de fabricacion de
proteinas en las bacterias. Algunos ejemplos comunes de macrdlidos incluyen la

claritromicina, azitromicina y eritromicina. Estos medicamentos se utilizan
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ampliamente para tratar diversas infecciones bacterianas en pacientes que no

pueden usar penicilinas (29).
-Vancomicina y teicoplanina

Estos son antibidticos de ultimo recurso utilizados para tratar infecciones por MRSA

y otras cepas resistentes a la meticilina (40)..
-Otros antibioticos

Linezolid, daptomicina y tigeciclina son otros antibidticos que se utilizan para tratar
infecciones por MRSA y otras cepas resistentes. Trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-
SMX), asimismo puede ser efectivo en la terapia de ciertas enfermedades de los

tejidos blandos y la piel causadas por cepas sensibles (40).

Es importante destacar que la terapia determinada para las infecciones originadas
por S. aureus debe ser determinado por un médico, quien tendra en cuenta la
gravedad de la enfermedad, la sensibilidad de la bacteria a los antibiéticos y otros
factores clinicos relevantes. Ademas, el uso apropiado de los antimicrobianos y la
prevencion de la resistencia bacteriana son fundamentales para garantizar el éxito

del tratamiento a mayor tiempo.
Farmacologia de la meticilina

La meticilina es un antibidtico perteneciente al grupo de las penicilinas,
especificamente a la clase de penicilinas resistentes a las enzimas beta-lactamasas,

llamadas también penicilinas antiestafilocécicas.
Mecanismo de accién

La meticilina procede inhibiendo la sintesis de la pared celular de la bacteria. Se
une de manera irreversible a las proteinas de enlace de penicilina (PBPs) en la
membrana citoplasmatica bacteriana. Esta alianza inhibe la transpeptidacion, una
etapa esencial en la sintesis del peptidoglicano, que es un elemento puntual de la
pared celular bacteriana. Como resultado, las bacterias son incapaces de construir

una pared celular adecuada y se vuelven vulnerables a la lisis osmotica (41).

Espectro de accién
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La meticilina es segura contra una amplia gama de bacterias Gram-positivas,
incluyendo S. aureus, S. pyogenes y S. pneumoniae. Aunque, no es efectiva contra
bacterias Gram-negativas por su falta de capacidad para penetrar la cubierta

externa de este patogeno (42).
Farmacocinética

Absorcién: La meticilina se administra generalmente por via enteral, pero
igualmente puede administrarse por via intravenosa. La absorcion oral es variable

y se ve afectada por los alimentos que se hallan en el estomago (41).

Distribucion: Se esparce considerablemente en fluidos del cuerpo y tejidos,
consiguiendo concentraciones Optimas de la dosis en la piel, pulmones, huesos y

tejidos blandos. No atraviesa bien la barrera hematoencefalica (41).
Metabolismo: La meticilina es metabolizada en el higado a metabolitos inactivos.

Eliminacién: Se elimina principalmente por la orina, tanto en forma activa como
inactiva. La vida media de eliminacién es corta, generalmente alrededor de una hora
(41)

Indicaciones clinicas

La meticilina se usa principalmente para atender infecciones producidas por
bacterias Gram-positivas, especialmente S. aureus sensible a meticilina (MSSA).
Sin embargo, debido a la prevalencia creciente de S. aureus resistente a la
meticilina (MRSA), su uso ha disminuido en favor de otros antibidticos, como la

vancomicina o el linezolid, para tratar infecciones por MRSA (39).
Efectos adversos

Los efectos secundarios mas frecuentes de la meticilina contienen reacciones
alérgicas como erupcion cutanea, prurito y fiebre. Asi mismo, puede producir efectos
secundarios gastrointestinales. En casos raros, puede provocar nefritis intersticial y

reacciones hematoldgicas como anemia y trombocitopenia (40).
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La meticilina es un antibiético importante en la terapia de enfermedades bacterianas
causadas por Staphylococcus aureus sensible a meticilina, aunque su uso se ha

reducido ultimamente debido al incremento de la resistencia bacteriana.

1.4.2.1.6 Resistencia de S. aureus frente antibiéticos

La pared de las bacterias del S. aureus ofrece proteccidn y resistencia contra varios
antibioticos, especialmente aquellos antimicrobianos que necesitan atravesar la
membrana plasmatica para actuar dentro de la bacteria. No obstante, la pared
celular de estas bacterias es un objetivo viable, ya que se han desarrollado
antimicrobianos que atacan directamente esta estructura. La transferencia de
resistencia entre bacterias Gram-positivas mediante plasmidos es complicada

debido a la gruesa capa de peptidoglicano que poseen (43).

Actualmente, las enfermedades bacterianas se han convertido en un desafio
médico significativo, ya que las bacterias han desarrollado resistencia a los
antibidticos. Esto se debe a diversas razones, como mutaciones y la transferencia
de genes de resistencia entre microorganismos del mismo o diferentes géneros. Los
mecanismos responsables de esta resistencia incluyen la alteracion de la
permeabilidad de la membrana, el eflujo de antibidticos y la modificacion de
farmacos mediante la accidén enzimatica. Estos problemas de resistencia se han
observado en microorganismos como los coliformes, S. aureus y S. pyogenes, entre
otros (37).

S. aureus tiene varios mecanismos de resistencia a la meticilina y otros antibiéticos

beta-lactamicos.
Produccion de proteinas de unién modificadas (PBP2a)

El mecanismo principal de resistencia a la meticilina en S. aureus implica la sintesis
de una proteina de unién a la penicilina sobresaltada, nombrada como PBP2a
(Penicillin-Binding Protein 2a). Esta proteina posee una afinidad menor por los
farmacos beta-lactamicos, incluida la meticilina, lo que le consiente seguir

sintetizando la pared celular bacteriana incluso en presencia de estos antibioticos.
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La PBP2a es codificada por el gen mecA, que se localiza en un elemento genético
movil conocido como cassettes cromosomicos estafilocécicos (SCCmec). Esta
situacion implica que, con las concentraciones de (-lactamicos alcanzadas in vivo,
no se forma el complejo acil-enzima entre el antimicrobiano y la PBP2a. Como
resultado, la funcion de transpeptidacién de la enzima se preserva, lo que permite

el entrecruzamiento de las hebras de peptidoglicano (5).
Elementos genéticos moéviles (SCCmec)

Los genes responsables de la resistencia a la meticilina, incluido mecA, se
encuentran comunmente en elementos genéticos moviles llamados cassettes
cromosomicos estafilococicos (SCCmec). Estos elementos genéticos se pueden
transferir entre diferentes cepas de S. aureus, asi como entre especies de

estafilococos, lo que facilita la expansion de la resistencia a los antibioticos (5).
Regulacioén de la expresion génica

Otro mecanismo de resistencia a la meticilina en S. aureus implica la regulacién de
la expresion génica. La bacteria puede reducir la cantidad de PBP2a producida o
regular otros genes involucrados en la resistencia a los antimicrobianos para reducir

su susceptibilidad a la meticilina (5).
Formacion de Biofilm

S. aureus es capaz de formar biofilms, que son comunidades bacterianas adheridas
a superficies bidticas o abidticas. Los biofilms proporcionan un entorno protegido
que favorece la supervivencia de las bacterias y puede hacerlas mas resistentes a

los antibioticos, incluida la meticilina (44).
Produccion de enzimas beta-lactamasas

Mediante la fabricacién de enzimas beta-lactamasas que frenan a los antibi6ticos
beta-lactamicos, aunque este mecanismo es menos comun en cepas de S. aureus

resistentes a la meticilina (MRSA).

Otra variedad de S. aureus que muestra un bajo nivel de resistencia a la meticilina

a través de un mecanismo independiente de mec son las cepas MOD-SA (modified

23



Universidad
Catdlica
de Cuenca

Facultad de Bioguimica y farmacia

PBP). Estas cepas se denominan asi debido a modificaciones en sus PBPs nativas,
aparentemente causadas por la acumulacién de mutaciones en los dominios
transpeptidasa. Aunque los aislados con estos mecanismos pueden ilustrar bien la
diversidad genética bacteriana que da lugar a diferentes mecanismos de resistencia
a un mismo antimicrobiano, es importante sefialar que constituyen una minoria en
comparacion con la prevalencia mucho mayor de la resistencia a la meticilina

mediada por el gen mecA, especialmente en el ambito de la medicina humana (5).

1.4.2.2 Flavonoides
1.4.2.2.1 Generalidades, Definicion, Estructura, Origenes y funciones

Los flavonoides son compuestos fendlicos caracterizados por una estructura base
de C6-C3-C6 y estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, abarcando
alrededor de 2,000 especies pertenecientes a diversas familias (45). Estos
compuestos se encuentran predominantemente en las plantas superiores,

especialmente en las partes aéreas como hojas, flores y frutos (46).

Los flavonoides son de bajo peso molecular, y su estructura fundamental (flavan)
consta de dos anillos fenilo (A y C) conectados por un puente de tres carbonos que
forma un anillo heterociclico oxigenado (anillo B) (47). Como se observa en la

siguiente Figura 1.

Figura 1: Estructura molecular base de los flavonoides. Wang T,Li Q., 2018 (48)

Los flavonoides se clasifican segun los grados de oxidacién e insaturaciéon del anillo

heterociclico. Las principales clases de flavonoides incluyen:
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Figura 2: Estructura de los principales flavonoides. Wang T,Li Q., 2018 2018 (48)
Los flavonoides pueden dividirse en distintos subgrupos segun el carbono del anillo
C al que esta conectado el anillo B y el grado de insaturacion y oxidacion del anillo
C. Los flavonoides donde el anillo B se une en la posicién 3 del anillo C son llamados
isoflavonas. Aquellos con el anillo B unido en la posicion 4 se conocen como
neoflavonoides. En cambio, los flavonoides con el anillo B unido en la posicion 2 se
subdividen en varios subgrupos basados en las peculiaridades de la estructura del
anillo C (49).

Los subgrupos incluyen: flavonas (C15H1002), isoflavonoides (3-fenil-1,4-
benzopirona), flavonoles (C15H1003), flavanoles, antocianinas (2-fenil-
benzopirilio), chalconas (C15H120) y flavanonas (C16H1406). La estructura
esencial de los flavonoides, puede experimentar diversas modificaciones, como la
adicion o eliminacion de grupos hidroxilo, la metilacion de grupos hidroxilo o del
nucleo del flavonoide, la dimerizacion, y en algunos casos, la glicosilacion del nucleo

o de los grupos hidroxilo de Iso flavonoides (50).

Los flavonoides se encuentran en todas las partes de las plantas. Las flavonas y
flavonoles son las mas comunes, mientras que las isoflavonas, chalconas y auronas

estan presentes en menor proporcion (51).

Los flavonoides se hallan en el reino vegetal y se extraen de diversas plantas, flores,
semillas, verduras, frutas y varias bebidas con alcohol hechas de frutas. Estos
compuestos estan presentes en todas las partes de las plantas, especialmente en
las partes aéreas (52).
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En muchas frutas, los flavonoides son compuestos abundantes como las flavonoles,
catequinas, proantocianidinas y antocianinas. Los flavonoles, como la kaempferol y
quercetina que son especialmente ricos en ciertas hortalizas como las cebollas,
brécoli, col, lechuga, tomate y rabano del género Allium, Brassica, Lactuca,
Lycopersicon y Raphanus, respectivamente. Por otro lado, las flavonas se hallan en
vegetales como el apio, perejil, pimientos y ciertos tipos de lechuga, mientras que

los pimientos verdes son notables por contener tanto flavonoles como flavonas (53).

Las raices de los vegetales y las verduras generalmente no contienen cantidades
reveladoras de proantocianidinas y catequinas, a diferencia de las legumbres que
son una excelente fuente de estos compuestos. Por otro lado, las lechugas rojas y
cebollas son alimentos que destacan por su contenido en antocianinas,
especialmente glicésidos de cianidina. Ademas, el maiz morado presenta una
variedad rica en antocianinas, incluyendo cianidina-3-glucésido y varios glicésidos

de delfinidina, pelargonidina y peonidina (53).

Las flavanonas como el eriodictiol y la naringenina son comunes en cultivos como
la cebada, el mijo, centeno y el sorgo. Ademas, en las cascaras de avena se
encuentra una flavanona, el homoeriodictiol, junto con sus chalconas, que se

producen como parte de su biosintesis (54).

El t& es reconocido como una rica fuente de taninos y polifenoles en la dieta,
destacando componentes clave como la epigalocatequina-galato (EGCG) que
constituye aproximadamente el 50%, y la epicatequina-galato (ECG) que representa
alrededor del 27%. Ademas, se encuentran en el té verde otros flavonoides
importantes como la epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC), y varias
catequinas. También contiene flavonoides adicionales como kaempferol miricetina
y quercetina (53). La presente figura muestra un resumen de los tipos y fuentes de

flavonoides.

El t& es la fuente alimenticia mas importante de polifenoles y taninos, y sus
principales componentes son epigalocatequina-galato (EGCG) con cerca del 50 %
y epicatequina-galato (ECG) 27 %, epicatequina (Ec), epigalocatequina (EGC) y
catequinas contenidas en té verde. Elté también contiene otros flavonoides, como
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miricetina kaempferol y quercetina (53). La presente figura muestra un resumen de

los tipos y fuentes de flavonoides.
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Figura 1: Tipos y fuentes de flavonoides. Gérniak |, Bartoszewski R, Kroliczewski J., 2018

(59)
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La biosintesis de los flavonoides es un proceso enzimatico que convierte
precursores comunes del metabolismo de los fenilpropanoides en una variedad de
compuestos flavonoides mediante una serie de reacciones especificas,
contribuyendo asi a la diversidad quimica y funcional de estos importantes

metabolitos secundarios en las plantas (56).

Todos los flavonoides, en las plantas se producen a partir de chalconas, que son
compuestos intermedios de la ruta fenilpropanoide. La formacion de las estructuras
fundamentales de los flavonoides involucra principalmente tres grupos de enzimas:
oxigenasas que dependen del 2-oxo glutarato, hidroxilasas del citocromo P450, y
reductasas que requieren NADPH como cofactor (57). Como se observa en la

siguiente figura.

Ha surgido un gran interés por el estudio de los flavonoides debido a los beneficios
que aporta a la salud. Entre los efectos que estan relacionados con los flavonoides
son de poseer accion antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana,
cardioprotectora y neuroprotectora. Ademas de inhibir infecciones bacterianas,
virales o fungicas, el desarrollo de tumores y de la capacidad de interactuar con un
amplio numero de proteinas como enzimas, proteinas de tejido y receptores de

membrana, modulando de forma especifica su actividad

Los flavonoides han despertado considerable interés en la investigacion debido a
sus multiples beneficios para la salud. Se ha demostrado que poseen propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, neuroprotectoras y
cardioprotectoras. Ademas, tienen la capacidad de inhibir infecciones bacterianas,
fungicas y virales, asi como de influir en el desarrollo de tumores. Los flavonoides
también pueden interactuar con diversas enzimas, receptores de membrana vy

proteinas de tejido, modulando especificamente su accion (59).

Algunos flavonoides muestran un potencial prometedor como agentes
antibacterianos debido a su capacidad para dirigirse especificamente a células
bacterianas y para inhibir factores de virulencia. Ademas, pueden combatir

amenazas bacterianas como la alineacion de biopeliculas (60).
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Figura 2: Ruta fenil propanoide y ruta flavonoide. Drago Serrano Ma., 2017 (58)

Compuestos como la genisteina (isoflavona), la quercetina (flavonol), la naringenina
(flavanona), la biocanina A (isoflavona O-metilada), la hesperetina (flavanona), los
flavan-3-oles del té verde, como la (-)-epigalocatequina (ECG), (-)-galocatequina
(GC) y la (-)-epigalocatequina galato (EGCG), han demostrado tener la capacidad
de inhibir la actividad de la glicoproteina P en modelos animales utilizando células

cultivadas (61).
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Se ha observado que varios tipos de flavonoides, como la flavona, apigenina, la
galangina, las isoflavonas, los glicésidos de flavonol, las chalconas y las flavanonas
exhiben un notable efecto antibacteriano (62). En particular, las flavonas en la
actualidad han generado un interés entre los quimicos medicinales debido a la

amplia gama de actividades biolégicas y sus relaciones estructura-actividad (63).

Ha sido ampliamente estudiado el flavonoide morina (flavonol) (2- (2,4-dihidroxifenil)
-3,5,7-trihidroxicromen-4-ona), el cual mostro actividad inhibidora contra Salmonella
enteritidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus. Estudios in
vivo de alteracion de la patogénesis bacteriana incluye eficacia demostrada contra
S. aureus. Ademas de las actividades directas y sinérgicas, los flavonoides inhiben
una serie de factores de virulencia bacteriana, incluidos los receptores de sefiales

sensibles al quérum sensing, las enzimas y las toxinas (64).

El flavonoide morina (2-(2,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxicromen-4-ona) ha sido
objeto de extensos estudios debido a su capacidad inhibitoria contra bacterias como
E. coli, S. enteritidis, S. aureus y B. subtilis. Investigaciones in vivo han demostrado
su efectividad en alterar la patogénesis bacteriana, especialmente contra S. aureus.
Asi como de sus acciones sinérgicas y directas, los flavonoides también inhiben
varios factores de virulencia bacteriana, incluyendo receptores de senales

regulados por quérum sensing, toxinas y enzimas.

Mecanismos de accion antibacteriana de los flavonoides

Se ha documentado que los flavonoides son efectivos inhibidores de las
topoisomerasas, lo cual contribuye a su efecto antimicrobiana. Un ejemplo
destacado es la ADN girasa, una enzima crucial en la replicacion del ADN que esta
presente exclusivamente en organismos procariotas. Por esta razon, la ADN girasa

representa un proposito valioso para los farmacos antimicrobianos (62).

Investigaciones ejecutadas con predecesores radioactivos manifestaron que la
sintesis de ADN se inhibe fuertemente por las flavonas en Proteus vulgaris, para la

sintesis de ARN fue mas dafada en S. aureus. Los flavonoides con mejor accion
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fueron: miricetina (flavonol), (-) - epigalocatequina (flavanol) y robinetina (flavona)
(65).

Se ha comprobado que una variante de S. aureus resistente a las 4-quinolonas
mostro una susceptibilidad mas alta a la galangina, un flavonol, en comparacion con
otras cepas sensibles y resistentes a dicha quinolona. Lo que podria indicar que la
galangina ejerce su accion antibacteriana a través de la topoisomerasa IV y la

enzima girasa, que son relativamente similares en estructura y funcién (65).

Estudios de acoplamiento molecular realizados por Fang et al. (2016) y Plaper et al.
(2003) han propuesto el mecanismo mediante el cual los flavonoides inhiben la ADN
girasa. Sugieren que los flavonoides actuan competitivamente en el sitio de unién
de ATP de la subunidad B de la ADN girasa (GyrB), impidiendo el
superenrollamiento del ADN. En este proceso, los flavonoides se unen al ADN y
estabilizan el complejo ADN-girasa, lo cual induce la ruptura del ADN. Fang et al.
(2016) han observado que los grupos 3,5 y 7 -hidroxilo y 4-carbonilo son esenciales
para la actividad de los flavonoides al interactuar con residuos clave de GyrB. Este

resultado esta en correspondencia con estudios anteriores de Wu et al. (2013) (55)

Estudios anteriores han confirmado que la sophoraflavanona G, una flavanona,
exhibe efecto antibacteriano contra estreptococos y MRSA (S. aureus resistente a
meticilina). Se ha estudiado el efecto de la sophoraflavanona G en la fluidez de la
membrana empleando modelos liposomales y al compararla con la naringenina, una
flavanona menos activa. Los resultados mostraron que la sophoraflavanona G
aumenta significativamente la polarizacion de fluorescencia de los liposomas, lo
cual indica una alteracion en la fluidez de la membrana en regiones tanto hidrofilicas
como hidrofébicas. Este cambio sugiere que la sophoraflavanona G reduce la fluidez
de las capas externa e interna de la membrana celular bacteriana, lo que contribuye

a su actividad antimicrobiana (64).

Se ha propuesto la teoria de que las licochalconas afectan el metabolismo
energético, dado que se necesita energia para la atraccion activa de varios

metabolitos y para la sintesis de macromoléculas. Estudios han demostrado que las
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licochalconas tienen un fuerte efecto inhibitorio sobre el consumo de oxigeno en
bacterias como S. aureus y M. luteus, pero no en E. coli. También, se observé que
las licochalconas A y C inhiben especificamente la enzima NADH-citocromo c¢

reductasa, sin afectar al citocromo c oxidasa o a la NADH-CoQ reductasa (65).

Se han estudiado complejos de metal-quercetina, incluyendo los de cobalto (Il),
cadmio (Il) y manganeso (ll), los cuales han mostrado un efecto antibacteriano
considerablemente mas alta que la quercetina sola contra bacterias como K.
pneumoniae, S. aureus y B. cereus. Esto resalta el potencial de los complejos y
combinaciones de metal-polifenoles como agentes efectivos en el tratamiento

antibacteriano (66).

Las catequinas ejercen un efecto antibacteriano al interactuar con las membranas
celulares bacterianas. Este proceso implica la unién de las catequinas a la
doblecapa lipidica, lo que resulta en la ruptura de la membrana bacteriana y la
inhibicién de la sintesis de enzimas tanto intracelulares como extracelulares. Se ha
observado que las catequinas son menos efectivas contra bacterias Gram-
negativas en comparacion con las Gram-positivas. En el caso de la cepa de S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA), la ruptura de la membrana inducida por
las catequinas provocd una pérdida de potasio, lo que es un indicio inicial de dafo

en la membrana de estos microorganismos (60).

Budzynska y colaboradores (2011) llevaron a cabo una investigacion que destaco
la actividad antimicrobiana de las 3-ariliden-flavanonas lipdfilas sintéticas. Estas
flavanonas, modificadas con diversos compuestos fendlicos en la posicion C-3 del
anillo C, mostraron una alta efectividad contra S. epidermidis, S. aureus y E.
faecalis. EI mecanismo subyacente involucra la iniciacion de la agregacién celular
bacteriana por parte de los flavonoides, lo cual afecta la integridad de las

membranas y conduce a la alteracion de la biopelicula bacteriana (67).

El potencial de membrana, crucial para la energia necesaria en los procesos
quimicos de los sistemas vivos, representa un factor vital para el crecimiento y la

supervivencia de las células bacterianas. El uso de isobavacalcona y 6-
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prenilapigenina, extraidas de especies de Dorstenia, resultd en la pérdida de

polarizacion de la membrana bacteriana de S. aureus (60).

Por tanto, sélo licochalcones A y C declaran efectos antibacterianos contra las
bacterias Gram-positivas (S. pyrogenes, S. aureus, S. faecalis, C. botullinum y S.
pneumoniae,) y se imputan a la presencia de residuos de prenil lipofilo en el anillo

D de licochalcones Ay C, lo que proporciona su penetracion en la bacteria (67).

Se ha sugerido que los flavonoides, en particular las proantocianidinas y catequinas
debido a sus capacidades antioxidantes, puedan neutralizar los factores téxicos
bacterianos producidos por Bacillus anthracis, S. aureus y Clostridium botulinum. La
toxina a-hemolisina (Hla), que pertenece a las formadoras de poros bacterianos tipo
barril 3, es uno de los principales factores de virulencia secretados por S. aureus
(60).

Soromou y cols. (2013) informaron que la pinocembrina, una flavanona de miel,
redujo la produccion de a-hemolisina de S. aureus de manera dependiente de la
concentracion (la pinocembrina reduce el nivel de transcripcion de los genes Hla y
d-hemolisina) (68).

1.4.2.2.2 Ensayos in silico en el descubrimiento de nuevos farmacos

El diseho, elaboracion y aprobacién por métodos convencionales de nuevos
farmacos resulta un proceso muy lento, costoso y complejo, pudiendo llegar
alcanzar cifras altas de millones de délares en gasto y por un tiempo prolongado.
En la actualidad el uso de las metodologias computacionales ha constituido una
alternativa en la investigacién volviéndose cruciales para el descubrimiento de

farmacos.

Los estudios in silico muestran disimiles posibilidades de factores significativos
entre los que enfatizan, la reaccién molecular con descriptores tdéxicos y enzimas.
No obstante, estos estudios pueden tener algunas deficiencias que pueden limitan
predecir con precision. Por lo tanto, se sugiere llevar a cabo estudios que
correlacionen el analisis computacional con investigaciones realizadas en entornos

de laboratorio y en organismos vivos (69).
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Los ensayos "in silico" en el develamiento de nuevos medicamentos son un enfoque
computacional que utiliza herramientas de modelado y simulacion para predecir la
actividad bioldgica, la interaccion con blancos terapéuticos y otras propiedades
farmacoldgicas de compuestos quimicos antes de su sintesis y prueba en el
laboratorio (26). El término "in silico" se deriva del latin y significa "en silicona",
haciendo referencia al uso de computadoras y software para llevar a cabo estas

investigaciones.

Algunas de las técnicas y herramientas "in silico" utilizadas en el descubrimiento de

medicamentos incluyen (26):

Disefio de medicamentos asistido por computadora (CADD): Se utilizan métodos de
modelado molecular, como el docking molecular y el screening virtual, para predecir

la afinidad y la actividad de un compuesto frente a una diana terapéutica especifica.

Modelado de estructura molecular: Se utilizan técnicas de modelado por
computadora para predecir la estructura tridimensional de proteinas y otros blancos

terapéuticos, asi como la conformacion y propiedades de los compuestos quimicos.

Simulaciones de dinamica molecular: Se utilizan para estudiar la interaccién entre
compuestos quimicos y proteinas a nivel atomico, permitiendo la prediccion de la
estabilidad de los complejos ligando-receptor y la agudeza de los mecanismos de

respuesta de los medicamentos.

Analisis de propiedades fisico-quimicas: Se utilizan para predecir propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de los compuestos, como solubilidad,

permeabilidad, biodisponibilidad y toxicidad.

Modelado de redes de interacciones bioldgicas: Se utilizan para estudiar y visualizar
las interacciones entre proteinas, genes, metabolitos y otras moléculas biolégicas,
lo que puede proporcionar informacién sobre las vias y mecanismos de respuesta

de los farmacos.

Los ensayos "in silico" son una herramienta poderosa y rentable en el
descubrimiento de farmacos, ya que permiten reducir el numero de compuestos que

se sintetizan y prueban experimentalmente, asi como optimizar el disefio de
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farmacos para mejorar su eficacia y seguridad antes de los ensayos preclinicos y
clinicos. Sin embargo, es importante tener en cuenta que estas predicciones
computacionales deben ser validadas experimentalmente para garantizar su

precision y fiabilidad.

El docking molecular, conocido también como acoplamiento molecular, es una
técnica bioinformatica que utiliza simulaciones computacionales para predecir y
calcular las interacciones entre ligandos (moléculas pequefias) y proteinas. Este
meétodo ayuda a determinar la posicion Optima y las caracteristicas beneficiosas de
la unidon entre un ligando y su objetivo en estructuras tridimensionales. Cuanto mas
precisa y favorable sea esta unidn especifica, mas activa sera biolégicamente la

molécula, mejorando asi su efectividad como agente terapéutico o biolégico (70).

En este sentido, los estudios sobre actividad inhibitoria que presentan los derivados
de los flavonoides frente a las enzimas PBPS de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina mediante acoplamiento molecular son escasos, de alli, la importancia

se realizar la presente investigacion.
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Il.1.- Disefo de investigaciéon

El estudio es de tipo experimental mediante evaluacion in silico con un enfoque
cuantitativo en donde se evalud la energia que presentan las interacciones entre los
flavonoides con la proteina PBP2a de S. aureus resistente a la meticilina. Ademas,
se evaluaron las interacciones entre la diana y los compuestos mejores, asi como

determinadas propiedades farmacodinamicas y fisicoquimicas.

Disefo de Investigaciéon: Descriptivo
Nivel de investigacion: Basico
Enfoque: Cuantitativo

Tipo de Investigacion:
e Por el ambito: De campo

ePor la técnica: Observacional
e Por la temporalidad: Transversal actual.

La investigacion emplea el AutoDock Vina, siendo uno de los programas de cédigo
abierto mas rapidos y con precision en la determinacion de posicion utilizados para
el acoplamiento molecular (71) . En este contexto, el progreso de farmacos y
potenciales moléculas empleadas en estudios como antibacterianos involucra la
evaluacién de la absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién (ADME), por
tanto, los modelos informaticos establecen opciones admitidas a los experimentos.
La herramienta web SwissADME ofrece acceso gratis a varios de modelos
predictivos rapidos que permite este tipo de evaluacion en la investigacion (72). Para
la obtencion de las estructuras de las moléculas se hace uso del Banco Datos de
Proteinas (PDB; http://www.pdb.org/) como el unico depdésito internacional de
estructuras tridimensionales y datos de macromoléculas biolégicas autorizado para

su empleo internacional (73).



1l.2.- Poblacion y muestra

Se utilizaron estructuras flavonoides de origen natural a través de una busqueda
bibliografica para posterior a ello prepararse mediante programas de Autodock Vina

para el acoplamiento molecular.

I1.3.- Muestreo y muestra
De la base de datos UCSF ZINC 15 se extrajeron 30 moléculas de flavonoides de
origen vegetal que fueron valoradas sobre la enzima PBP2a de S. aureus resistente

a la meticilina.
11.4.- Criterios de seleccion

Para la obtencion de la muestra se utilizaron los mencionados criterios:

e Criterios de inclusion: Se incluyeron, las flavonas de origen vegetal
que presenten la estructura 2-fenil-4H-1-benzopiran-4-ona

o Criterios de exclusion: Se excluyeron las moléculas de origen
sintético que no presentaran la estructura 2-fenil-4H-1-benzopiran-4-
ona

I1.5.- Definicién y clasificacion de las variables

1.Energia libre de union: cuantitativa

Definicién: cambio de energia libre coligado con la unién del ligando con la diana.
Indicador: escala de energia libre de union de Autodock Vina
Escala de medicion: Kcal/mol

2. Interaccién Ligando-enzima: cualitativa
Definicidn: enlaces polares y no-polares, que se forman entre ligando y la diana.
Indicador: representacion grafica de los enlaces.
Escala de medicién: ninguna

3. Propiedades ADME: cualitativa

Definicion: conjunto de criterios para definir la Absorcion, Distribucion, Metabolismo



y Excrecion.
Indicador: resultado del analisis de Swiss ADME prediction
Escala de medicion: ninguna

11.6.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencién de datos

Se llevé a cabo una busqueda de flavonas naturales en la base de datos ZINC 15,
utilizando como criterio que todas las moléculas incluyeran la estructura 2-fenil-4H-
1-benzopiran-4-ona, resultando en 33 moléculas para el estudio. Posteriormente,
en el programa Avogadro, se optimizo la estructura de estas moléculas ajustando
su protonacion a un pH de 7,4 y minimizando su energia mediante el campo de
fuerza MMFF94. Las moléculas optimizadas se guardaron en formato MOL2 para

su posterior analisis mediante docking molecular.

La estructura de la enzima PBP2a de S. aureus resistente a meticilina se extrajo de
Protein Data Bank (PDB). El cédigo de la enzima empleada es 5SM1A y para su
analisis de utilizara el modulo Dockprep de USCF Chimera y se resguardara en
formato PDB.

El analisis de las afinidades de los flavonoides por PBP2a se llevo a cabo utilizando
el programa AutoDock Vina a través del servidor ezCADD. En este programa, se
cargo la proteina PBP2a optimizada junto con cada uno de los 30 ligandos, y se

establecieron las coordenadas del centro activo para la caja de acoplamiento.

Se considerd la energia de union de las 30 moléculas en la pose 1 (la que presenta
el valor de energia mas negativo, indicando la mayor energia de unién). Estas
energias se guardaron en formato pdbqt para su uso posterior en el analisis de

interaccion de cada ligando.

Para analizar las interacciones y visualizarlas graficamente, se utilizé el médulo de
analisis de superficie y union del programa Biovia Discovery Studio. En este
software, se cargaron la proteina y la primera pose de cada ligando, lo que permitid

observar en un diagrama 2D las interacciones generadas por cada molécula.



El analisis de las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas se llevé a cabo
utilizando el servidor Swiss ADME del Instituto Suizo de Bioinformatica. Para esto,
se utilizé la representacion en una dimension de las moléculas (cédigos SMILES)

de las mejores moléculas y se cargaron en SwissADME
11.6.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Los resultados obtenidos se lograron con el uso de autodock Vina que posterior a
su obtencion se colocaron los resultados en una tabla de Excel, estos resultados
fueron posibles con el uso de UCSF chimera para guardarlos en formato png. Los
resultados de la farmacocinética de los compuestos flavonoides fueron obtenidos
gracias al uso de Swiss ADME que posterior a su obtencion se colocaron los

resultados en una plantilla de Excel.

Las energias conseguidas por el programa autodock vina se colocaron de manera
jerarquica en una tabla de Excel ademas de colocar los resultados 2D de cada
interaccién obtenida entre el flavonoide con PBP2a destacando los aminoacidos

que intervienen en la interaccion.

11.7.- Aspectos éticos
El estudio no necesitara de muestras bioldgicas ni utilizara informacion sensible que

pueda quebrantar algun elemento bioético.
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. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

En el presente trabajo se emplearon 30 flavonoides de origen vegetal para evaluar

los niveles de energia producido al interaccionar la estructura flavonoide con la

proteina fijadora de penicilina utilizando el software autodock vina. Los resultados

del analisis de acoplamiento molecular se reflejan en la siguiente tabla 1.

El analisis de las energias refleja que la media de energia del total de las 30

moléculas evaluadas es -8.5 kcal/mol. Las 10 mejores moléculas muestran energias

en un rango de -10,7 a -8,3 kcal/mol. Las 5 mejores moléculas presentaron un rango

promedio entre -10,7 y -9,1 kcal/mol.

Tabla 1: Moléculas incluidas en el estudio y su energia de union calculada por

Autodock Vina

Energia
Cédigo zinc Nombre comiin Formula (kcal/mol
1] ZINC3984030 AMENTOFLAVONA C30H18010 -10,7
2| ZINC2043107859 TILIROSIDA C30H26013 -9,7
3| ZINC1757652 SILIBININA C25H22010 -9,7
4| ZINC8382286 HESPERIDINA C28H34015 -9,2
5| ZINC85567736 KUWANON G C40H36011 -9
6 | ZINC595402 CICLOCOMUNOL C20H1606 -8,5
7 | ZINC5733553 PECTOLINARIGENINA C17H1406 -8,4
8| ZINC5195808 MORUSINA C25H2406 -8,4
9| ZINC18185774 LUTEOLINA C15H1006 -8,3
10 | ZINC5733652 DIOSMETINA C16H1206 -8,3
GALATO DE
11| ZINC3870414 EPIGALOCATEQUINA C22H18011 -8,1
12| ZINC1645590 OMBUIN C17H1407 -8
13| ZINC3881558 MORIN C15H1007 -7,9
14 | ZINC14727558 MORERA C25H2606 -7.,8
15| ZINC14728050 ESTEPOGENINA C15H1206 -7,8
16 | ZINC4098510 CIRSILIL C17H1407 -7,8
17 | ZINC18847037 BIOCANINA A C16H1205 -7.,8
18 | ZINC3871576 APIGENINA C15H1005 -7.,8
19| ZINC14644952 PENDULETINA C18H1607 -7,7
20| ZINC156701 NARINGENINA C15H1205 -7,7
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21| ZINC13838618 MEARNSETINA C16H1208 -7,7
22| ZINC3869768 KAEMPFEROL C15H1006 -7,7
23 | ZINC100018343 TAXIFOLINA C15H1207 -7,6
24 | ZINC3869685 QUERCETINA C15H1007 -7,6
25| ZINC5998754 RAMNOCITRINA C16H1206 -7,5
26 | ZINC4935 PINOCEMBRINA C15H1204 -7,5
27 | ZINC3874317 MIRICETINA C15H1008 -7,5
28| ZINC1573789 DIHIDROMORINA C15H1207 -7,3
29| ZINC2008848 SOPHORAFLAVANONA G | C25H2806 -7,1
30| ZINC6484603 AYANIN C18H1607 -7

Analisis de interacciones de los flavonoides con mayor afinidad por la enzima

1.-Amentoflavona

La amentoflavona presentd un valor de energia de -10,7 kcal/mol, en su interaccion

con la enzima PBP2a se exhibié una formacién de cinco puentes de hidrogeno

empezando por el grupo cetona del carbono 4 que forma un puente de hidrogeno

con el aminoacido SER 240 del anillo C, segundo puente de hidrogeno se forma en

el anillo B en el carbono 4 en donde forman 2 puentes de hidrogeno entre los

aminoacidos ARG 241 y THR 165, su ultimo enlace de hidrogeno se forma en el

anillo C de la segunda estructura de apigenina en el carbono 5 del anillo A con HIS

293

Einsteen Espinoza Reyes
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Figura 3: Analisis de la interaccion entre amentoflavona, molécula con mayor energia de
union con PBP2a

Entre otros enlaces que se presenta con la interaccion de la amentoflavona frente a
PBP2a es el enlace pi-anion en el anillo A de la segunda apigenina y el enlace pi-

alquilo en el anillo B de la primera apigenina.
2.-Tilirosida

La tilirosida presenta diferentes interacciones con la PBP2a entre ellas se hallan las
siguientes: tiene 2 puentes de hidrogeno, el primero se presenta en el carbono 6
que contiene un enlace glucosidico en donde interactua con VAL 277, el segundo
puente de hidrogeno estd presente en el grupo hidroxilo del carbono 7 que
interactua con VAL 256.
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Figura 4: Analisis de las interacciones de la segunda molécula con menor energia

Entre otras interacciones destacables encontramos las siguientes: enlace Pi-Pi T se
forma en el carbono 7 con TYR 272, enlaces Pi-alquilo que se encuentra en el anillo
A que interactua con PRO 258, en el anillo B interactua con ARG 151, el ultimo

enlace Pi-alquilo se presenta en el carbono 7 con ALA 276 y LYS 273.

3.-Silibinina

La silibinina present6 un nivel de energia de -9,7 kcal/mol, logré la formacion de 6
puentes de hidrégeno, el primero se forma en el grupo hidroxilo del carbono 5 que
se unio a LYS 273, el segundo se forma en el grupo cetona del carbono 4 que se
une a ASP 295, el tercer puente de hidrégeno se forma en el grupo hidroxilo del
carbono 3 con ASP 295, el cuarto se forma en el grupo hidroxilo del carbono 20 con
THR 165, el quinto se forma en el grupo hidroxilo del carbono 21 con THR 165, el
sexto se forma en el grupo hidroxilo del carbono 21 con ARG 241.
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Figura 5: Analisis de la interaccion de la tercera molécula con menor energia

En otras interacciones formadas encontramos al enlace pi anion que se forma en el
anillo A con ASP 275, mientras que en la cadena A se forma un enlace pi alquilo
con ALA 276. En el anillo B se forma un enlace Pi-sigma con VAL 277, en el anillo
E se forma un enlace Pi-Pi con HIS 293, mientras que en el anillo E se forma un

enlace Pi-alquilo con ARG 151.
4.-Hesperidina

La hesperidina presentd un valor de energia de -9,2 kcal/mol, entre las diferentes
interacciones que logré presentar con la PBP2a encontramos los siguientes: 4
puentes de hidrogeno empezando con el carbono 2 del ramnosido con SER 240, el
segundo se formé en el enlace glucosidico que se situa en el carbono 6 del segundo
ramnosido con ARG 241, el tercero se formd en el enlace glucosidico que se situa
en el carbono 7 de la cadena A, finalmente el ultimo puente de hidrégeno se formé

en el grupo hidroxilo del carbono 5 de la cadena B.
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Figura 6: Analisis de la cuarta molécula con menor energia

Entre otras interacciones que presenta la interaccion la hesperidina podemos

destacar a la interaccion pi-alquilo con el grupo hidroxilo del carbono 5y VAL 277.
5.-Kuwanon g

La kuwanon g presentd energia de -9 kcal/mol, en sus interacciones con la PBP2a
podemos destacar lo siguiente: formacion de 3 puentes de hidrégeno, primer puente
se formoé en el carbono 5 del grupo hidroxilo del anillo A con Ser 240, segundo
puente de hidrégeno se formé en la cetona que se encuentra en el carbono 21 con
THR 238, finalmente el ultimo puente de hidrogeno se formd en el grupo hidroxilo
del carbono 25 con LYS 148.
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Figura 7: Analisis de la quinta molécula con menor energia

Entre otros enlaces que presenta la kuwanon g podemos mencionar los siguientes:

La formacion de enlaces pi sigma en el anillo Cy B con VAL 277, enlaces Pi-Pi entre

el anillo B y HIS 293, finalmente la formacién de un enlace Pi alquilo entre el carbono

11y ARG 151.

Analisis de las 5 moléculas que presentan menor afinidad con la PBP2a

Pinocembrina

La pinocembrina presentd un nivel de energia de -7,5 kcal/mol con las siguientes

interacciones: 2 puentes de hidrogeno, el primer puente se formé en el grupo

hidroxilo del carbono 5 con ASP 275, el segundo se formd en el grupo cetona del

carbono 4 con VAL 277.
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Figura 8: Analisis de la interaccién entre Pinocembrina con PBP2a con menor nivel de
energia.

Entre otras interacciones que se pueden destacar encontramos las siguientes:
enlace pi anion se formo en la cadena A, enlace Pi — Pi T se formé en la cadena B

y finalmente el enlace Pi-alquilo se formé en la cadena B.
Miricetina

La miricetina presentd un nivel de energia de -7,5 kcal/mol con las siguientes
interacciones: 7 puentes de hidrégeno, el primero se formd en grupo hidroxilo del
carbono 7 con VAL 256, el segundo se formo en el grupo hidroxilo del carbono 3
con GLU 239, el tercero se formé en el grupo hidroxilo del carbono 3 con ASN 164,
el cuarto se formé en el grupo hidroxilo del carbono 3 con THR 165, el quinto se
formé en el grupo hidroxilo del carbono 4 con THR 165, el sexto se formo en el grupo
hidroxilo del carbono 4 con ARG 151 y el séptimo puente de hidrogeno se formé en

el grupo hidroxilo del carbono 5 con ARG 151.
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Figura 9: Andlisis de la interaccion de la segunda molécula con menor energia

En otras interacciones presentes tenemos las siguientes: anillo A se produce la
formacion del enlace carbono — hidrégeno con SER 240, anillo C se produce el
enlace carbono — hidrogeno con ARG 241, Anillo A se forma el enlace Pi-alquilo con
Met 372, anillo A se forma el enlace Pi-alquilo con VAL 277, Anillo C se forma el
enlace Pi-alquilo con Val 277, en el anillo B se forma el enlace Pi-alquilo con ARG

241, Anillo C se forma el enlace Pi-sigma con SER 240
Dihidromorina

La dihidromorina presenta un valor de energia de -7,3 kcal/mol formando diferentes
interacciones que son: 1 puente de hidrogeno formado en el grupo hidroxilo del
carbono 7 con MET 372, cadena A se formd un enlace Pi-alquilo con VAL 277,
cadena A se formé un enlace Pi-alquilo con Pro 258, cadena B enlace Pi-alquilo con
VAL 277.
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Figura 10: Analisis de la interaccion de la tercera molécula con menor energia.

Soforaflavanona G

La soforaflavanona G presenta un nivel de energia de -7,1 kcal/mol entre las

diferentes interacciones encontramos las siguientes: 1 puente de hidrégeno en el

grupo hidroxilo del carbono 4 con ARG 241, el segundo se forma en el grupo

hidroxilo del carbono 4 con SER 240 y el tercero se forma en el grupo hidroxilo del

carbono 5 con SER 240.
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Figura 11: Anélisis de la cuarta molécula con menor nivel de energia
Ayanin

La ayanin presentd un nivel de energia de -7 kcal/mol con las siguientes
interacciones: 1 puente de hidrégeno en el grupo hidroxilo del carbono 5, Anillo C
se produjo la formacién de un enlace Pi-anion con ASP 275, cadena A se formé un
enlace Pi-anion con ASP 275, en el grupo hidroxilo del carbono 4 se dio la formacion
de un enlace Pi-sigma, en el anillo B se formd un enlace Pi-alquilo con ALA 276,

finalmente se dio la formacion de un enlace Pi-alquilo en la cadena C con LYS 273.
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Figura 12: Analisis de la quinta molécula con menor nivel de energia

Prediccioén de las propiedades ADME de las 5 mejores flavonas.

Se realizdé una prediccion utilizando las 5 flavonas que presentaron los niveles de

energia mas altos con el uso del programa SwissADME para evaluar si las flavonas

presentaran las propiedades adecuadas para ser utilizadas como farmacos, en las

predicciones realizadas se obtuvieron los siguientes resultados:

Kuwanon

Amentoflavona | Tilirosida | Silibinina | Hesperidina | G
Absorcion
gastrointestinal | Bajo Bajo Bajo Bajo Bajo
Permeabilidad
BHE No No No No No
sustrato gp-p | No No No Si No
Inhibidorde
CYP1A2 No No No No No
Inhibidorde
CYP2C19 No No No No No
Inhibidorde
CYP2C9 No No No No No
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Inhibidorde
CYP2D6 No No No No No
Inhibidorde
CYP3A4 No No Si No No

Tabla 2: Prediccion de las propiedades ADME de las 5 mejores flavonas

La kuwanon g y la hesperidina podrian ser sustratos de la glicoproteina P, mientras
que la Silibinina presentaria capacidad de inhibir de uno de los citocromos
especificamente en CYP3A4. El resto de las moléculas no mostraron capacidad de

afactar los parametros evaluados.
Prediccion de las propiedades ADME de las 5 flavonas con menor energia.

Se realizd las predicciones con las flavonas con los valores mas bajos de las
flavonas utilizando el programa SwissADME para evaluar las propiedades que
presenta cada compuesto para ser utilizado como un farmaco, entre las diferentes

propiedades presentes podemos destacar las siguientes:

Tabla 3: Prediccion de las propiedades ADME de las 5 flavonas con menor energia

Soforaflavanona

Pinocembrina | miricetina | dihidromorina | G Ayanin
Absorcion
gastrointestinal alta Baja Alta Alta Alta
Permeabilidad BHE Si No No No NO
sustrato gp-p No No No No No
Inhibidorde CYP1A2 Si Si No No Si
Inhibidorde CYP2C19 | Si No No No No
Inhibidorde CYP2C9 No No No Sl Si
Inhibidorde CYP2D6 No No NO No Si
Inhibidorde CYP3A4 No Si No Si Si

La absorcidn gastrointestinal se comportd alta en las moléculas, pinocembrina,

dihidromorina, Soforaflavanona G y Ayanin.

Presentd solamente la pinocembrina una permeabilidad de la barrera
hematoencefalica y ninguna molécula presentaron interacciones con Ila

glicoproteina P.
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La pinocembrina presento una inhibicion de los citocromos CYP1A2 y CYP2C19, la
miricetina con los citocromos CYP1A2 y CYP3A4, la sforaflavanona present6 una
interaccién con los citocromos CYP2C9 y CYP3A4, mientras que ayanin logré una
inhibicién de los citocromos CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6 y CYP3A4.

Discusion

Las flavonas se caracterizan por ser un subgrupo de los flavonoides que presenta
una estructura compuesta por 2-fenil-cromen-4-ona, se diferencia de los otros
grupos de flavonoides por presentar una unién del anillo B con el carbono 2 del
anillo C, presentan cierta similitud debido a que comparten un bioprecursor en

comun que son las flavanonas, sin embargo, presentan diferencias en su estructura

ya que los flavonoles presentan un grupo hidroxilo en el carbono 3 del anillo C (74).

En la actualidad no existen estudios en donde evidencien una amplia efectividad
con respecto a propiedades antibacterianas de las flavonas sin embargo existen
estudios que explican los posibles efectos antibacterianos teniendo en cuenta las
siguientes caracteristicas: grupos hidroxilos, formacion de doble enlace en el C2 y
C3, ausencia de grupos hidroxilos en la cadena B, prenilacién de las cadenas B y

A, que evidencia su efectividad al interaccionar con la PBP2a (75).

Entre ellos encontramos a los 5 compuestos de nuestro estudio con los niveles de
energia mas altos entre ellos a la amentoflavona que presenté el valor de -10,7
kcal/mol debido a la formacion de enlaces no polares que lograron interaccionar con
la estructura hidrofébica de la PBP2a entre los cuales podemos mencionar los
siguientes: serina, valina, arginina, treonina, histidina. Otra cualidad presenta la
amentoflavona que le da una propiedad bactericida, esto se debe a la presencia de

dimeros y a la saturacion del anillo C (76).

Adicional Yamaguchi y cols. (77) mostraron en su estudio que los efectos sinérgicos
de la amentoflavona con los antibidticos surgen a causa de la alteracion en el
metabolismo celular del acido tricarboxilico provocando una disminucién de la
concentracion del NADH intracelular, ademas de incrementar en la producciéon de
especies reactivas de oxigeno como son peroxidos y superoxidos.

Einsteen Espinoza Reyes 29



La tilirosida constituy6 otra molécula con valores de energia alto de -9,7 kcal/mol en
su interaccién con la enzima PBP2a debido a la formacién de 2 puentes de
hidrogeno, ademas de una saturacion del carbono 2, una hidroxilacion en sus
carbonos 2 y 5 . En este contexto, Kuok CF y cols. (78) reflejaron que los efectos
sinérgicos entre la tilirosida y los antibidticos gentamicina y oxacilina potenciaron la
accion antibacteriana frente a cepas de S.aureus resistente a meticilina, lo cual se
deben a la lipofilicidad que presenta en su estructura de la tilirosidad permitiendo
una mayor interaccion con la parte hidrofébica de la PBP2a y PBP4 dando como
resultado la inhibicion de las bombas de eflujo evitando una eliminacion del farmaco

ademas de producir efectos sobre la transcripcién de la bomba en S.aureus.

La silibinina mostré un nivel de energia de -9,7 kcal/mol en su interaccion con la
PBP2a debido a la formacién de 6 puentes de hidrogeno, no presentd en su
estructura una saturacion del carbono 2 del anillo C y exhibié una cantidad
disminuida de los grupos hidroxilo. En este sentido, estudio realizado por Alhadrami
& Hamed (18) encontraron diversas caracteristicas que presenta la silibinina que le
permite tener un efecto anti MRSA con el sitio de union PBP2a presentando un valor
de energia entre -8,8 y -9,3 kcal/mol se menciona: la adicién de un grupo hidroxilo
en carbono 7 del anillo A que disminuye el efecto anti-MRSA, sin embargo la adicion
de una unidad disacarido revierte el efecto a la resistencia a los antibiéticos B-
lactamicos y la presencia de un grupo hidroxilo en el carbono 3 que disminuye los

efectos anti-MRSA, aunque la unién a un disacarido revierte su efecto.

La hesperidina formo 4 puentes de hidrogeno y enlaces no polares presentando en
su una unidad de azucar compuesta por 3 grupos hidroxilos que favorecen la
interaccién con la PBP2a, ademas no presenta una saturacion de su anillo C
disminuyendo su nivel de energia e interacciones. De manera similar, investigacion
in vitro realizada por Titaporn y cols (79) encontré6 una de las propiedades
destacables de la hesperidina que le confiere el efecto antibacteriano en estudio
frente ampicilina se debe a que la interaccion de los radicales hidroxilos con
desoxirribosa que ocasiona una fragmentacion de su estructura, esta liberacion de

radicales hidroxilos son los responsables de afectar a los carbohidratos, ADN,
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acidos grasos poliinsaturados y proteinas del S. aureus resistente a meticilina. Sin
embargo, estudio realizado por Alhadrami y col. (18) encontré en la interaccion de
la hesperidina frente al sitio activo de PBP2a que la adicidon de grupos hidroxilo en
el anillo B se asoci6 con una disminucion de la actividad anti-MRSA (CMI = 31,25
pg/mL). Ademas, disminuyo la estabilidad de la union durante el MDS (RMSD = 3,7
A)y la energia libre de enlace. Ademas, el doble enlace entre C-2 y C-3 no parece

ser una caracteristica importante para la bioactividad.

La kuwanon g en la presente investigacion formé 3 puentes hidrégeno, el primero
se dio en el carbono 5 del anillo A con SER 240 debido gracias al grupo hidroxilo,
segundo puente de hidrogeno se formé en la cetona situada en el carbono 21 con
THR 238, su ultimo puente se formo en el grupo hidroxilo del carbono 5 con LYS
148, entre otros enlaces destacables tenemos los siguientes: saturacion del anillo
C que permite la formacién de enlaces pi sigma, mientras que el segundo enlace pi
sigma se forma debido a los grupos hidroxilo del anillo B, estos 2 enlaces se unen
a VAL 277, enlace Pi-Pl se forma entre el anillo B y HIS 293 gracias a la instauracion
y a los grupos hidroxilo, finalmente el enlace pi alquilo entre el carbono 11 y ARG

151 se produce por la prenilaciéon del carbono 11.

Estudios sobre el kuwanon g muestran resultados analogos, la actividad
antibacteriana se produjo debido a los grupos isopentenilo y ciclohexeno fenil cetona
provocando un efecto bactericida en MRSA y en S.aureus sensible a la meticilina,
este efecto bactericida se debe a la formacién de grandes poros y la interrupcion de
la fuerza motriz de protones de la membrana bacteriana donde la formacién de
puentes de hidrogenos y la presencia de enlaces no polares pi sigma (union entre
cadena lateral -CH(CHs;),. con anillo C de la flavona son responsable del efecto

sinérgico (80).

Analizando las propiedades ADME de las 5 mejores moléculas una caracteristica
en comun entre todas es la baja absorcion gastrointestinal siendo util para tratar
infecciones locales en el tracto gastrointestinal y evitar la presencia de diversas

reacciones adversas, en cuanto a la permeabilidad de la barrera hematoencefalica

Einsteen Espinoza Reyes 31



ningun compuesto logro atravesarlo evitando asi efectos adversos indeseables en
el sistema nervioso central, en las interacciones con la glicoproteina P ninguna
flavona presentd una interacciéon a excepcion de la hesperidina que si mostro
interacciones afectando el mecanismo bactericida evitando su e accion en el medio
intracelular de S.aureus MRSA , finalmente tenemos a los citocromos en donde se
evidencié que la mayoria de las flavonas no lograron una inhibicion en algun
citocromo, sin embargo la silibinina provocé una inhibicion del citocromo CYP3A3
esto puede desencadenar toxicidad en el organismo debido al incremento de las
concentraciones plasmaticas del farmaco debido al incremento de la vida media de

los farmacos.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Einsteen Espinoza Reyes

33



Universidad
Catdlica
de Cuenca

Facultad de Biofarmacia

IV.1.- CONCLUSIONES

Se realiz6 un estudio in silico que logré identificar a las flavonas que presentan un
potencial de accion inhibitoria frente al sitio activo de PBP2a de S.aureus resistente
a meticilina. En el analisis realizado se evidencié que las flavonas tienen una
afinidad e inhibicion a la PBP2a debido a que presentan las siguientes
caracteristicas en su estructura: compuesta por un doble enlace en el carbono 2 del
anillo C, dimerizacién, saturacion del anillo C, hidroxilacion del carbono 2 y 5,
presencia de varios grupos hidroxilos que lograron la formacién de varios puentes
de hidroégeno. Todas estas caracteristicas permitieron interaccionar con la proteina
obteniendo valores de energia entre -10,7 y -9,1 kcal/mol. Ademas de la formacion
de enlaces como son los puentes de hidrogeno se consiguidé la formacion de enlaces
no polares que ayudaron a su interaccién. Con respecto a sus propiedades ADME

varias de estas moléculas muestran un perfil adecuado.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

e Realizar experimentos in vitro para evaluar la actividad antibacteriana de las

flavonas que han sido encontradas en este estudio.

e Evaluar el efecto sinérgico de las flavonas frente a otros subgrupos de

flavonoides para comprobar la inhibicidn minima de cada una de ellas.
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