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RESUMEN
Enterococcus faecalis etimolégicamente es catalogado, como uno de los principales
agentes causantes de infecciones en el tracto urinario. A nivel mundial la especie
representa un problema de salud publica ya que desarroll6 ampliamente el fenotipo
de resistencia a algunos de los antibioticos mas utilizados. Toda esta problematica
genera la necesidad de investigar nuevos recursos terapéuticos. Las antraquinonas
son moléculas que han presentado efectos antibacterianos y que no han sido
evaluadas previamente sobre dos potenciales dianas terapéuticas de Enterococcus
faecalis, como las enzimas glutamato racemasa y mevalonato difosfato

descarboxilasa.

OBJETIVO: Evaluar a través de ensayos in silico la capacidad inhibidora de
derivados de antraquinonas frente a las enzimas glutamato racemasa y mevalonato

difosfato descarboxilasa de Enterococcus faecalis.

MATERIALES y METODOS: La metodologia empleada fue un estudio experimental
in silico, evaluando y compararon las energias de union y las interacciones de cien
antraquinonas seleccionadas frente a las enzimas glutamato racemasa vy

mevalonato difosfato descarboxilasa de Enterococcus faecalis.

RESULTADOS: Se identificaron diez antraquinonas con mayor afinidad para cada
una de las enzimas de este trabajo y ademas se estudiaron sus interacciones

polares y no polares con aminoacidos de los centros activos de estas enzimas.

PALABRAS CLAVE: Enterococcus faecalis, antraquinonas, glutamato racemasa,

mevalonato difosfato descarboxilasa, in silico.
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ABSTRACT

Enterococcus faecalis is etymologically cataloged as one of the main agents that
cause urinary tract infections. Globally, it represents a public health problem since it
has widely developed a phenotype of resistance to some of the most commonly used
antibiotics. All these issues have created an urgent need to research new therapeutic
tools. Anthraquinones are molecules that have shown antibacterial effects and that
have not been previously evaluated on two potential therapeutic targets of
Enterococcus faecalis, such as the enzymes glutamate racemase and mevalonate

diphosphate decarboxylase.

Objective: To evaluate through in silico assays the inhibitory capacity of
anthraquinone derivatives versus glutamate racemase and mevalonate diphosphate

decarboxylase enzymes of Enterococcus faecalis.

Materials y methods: The methodology applied was an in silico experimental study,
evaluating and comparing the binding energies and interactions of 100 selected
anthraquinones against glutamate racemase and mevalonate diphosphate

decarboxylase enzymes from Enterococcus faecalis.

Results: Ten anthraquinones with the highest levels of affinity for each of the
enzymes in this research were identified, and their polar and non-polar interactions

with amino acids in their active centers were studied.

Keywords: Enterococcus faecalis, anthraguinones, glutamate racemase,

mevalonate diphosphate decarboxylase, in silico.
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INTRODUCCION

La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) considera que, en su mayoria, muchos
de los medicamentos son suministrados de manera innecesaria generando un
aumento de la resistencia bacteriana. Entre las especies bacterianas que presentan
fenotipo de resistencia se encuentra Enterococcus faecalis. Esta especie constituye
uno de los patdégenos mas comunes de infecciones del tracto urinario, siendo causa
también de endocarditis, entre otras enfermedades hospitalarias y adquiridas en la
comunidad (1).

Ahora bien, se ha encontrado soluciones innovadoras entre ellas la evaluacion de
nuevos compuestos de origen vegetal llamados antraquinonas y sus derivados que
ayudan al control de infecciones enterocéccicas. Entre las principales clases de
compuestos naturales se destacan las antraquinonas, estas moléculas presentan
una alta actividad biologicas que han sido demostradas, estas incluyen actividades
antimicrobianas, antifuUngicas, antioxidantes y anticancerigenas sobre patégenos
gue afectan al hombre (2). Las antraquinonas estan presentes principalmente en
ciertos géneros de plantas y algunas de ellas han mostrado actividad antibacteriana.
Entre los microorganismos que muestran sensibilidad a varias antraquinonas se
destacan Escherichia coli, Staphylococcus aureus, etc. Algunas de las
antraguinonas con mayor actividad antibacteriana son: la 1,8-dihidroxiantraquinona,
la 6-metil-1,3,8-trihidroxiantraquinona, las cuales han mostrado diferentes
mecanismos de accion incluyendo su capacidad de alterar las caracteristicas de las
membranas bacterianas, induccion de la formacion de especies reactivas de
oxigeno, alteracion de la transcripcion, entre otras (3). Sin embargo, en otros casos
no esta claro exactamente cuales podrian ser las dianas terapéuticas de estos
compuestos y algunos trabajos in silico han evaluado su capacidad de inhibir otras

dianas como la ADN girasa B bacteriana (4).

De lo que conocemos hasta el momento sobre el estudio de antraquinonas, ya sea
in vivo o in vitro sobre E. faecalis, existe limitada informacion, de hecho, no existen

estudios realizados in silico, que evallen la actividad de antraquinonas sobre las

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 1
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enzimas glutamato racemasa y mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis.
Considerando lo anterior, el presente trabajo emple6 herramientas computacionales
para presentar informacion novedosa sobre el potencial de estas moléculas para

inhibir a estas enzimas (3,4).

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 2
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1.1 PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

La capacidad de resistencia de esta bacteria es una manifestacién creciente
caracterizada por la fuerza total o parcial de los microorganismos frente a
antibidticos. Entre las causas destacan el uso irracional e indiscriminado de
medicamentos, que han provocado el surgimiento de bacterias resistentes y

multirresistentes que pueden generar incluso la muerte de algunos pacientes.

En publicaciones recientes desarrolladas por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), detalla que alrededor del 50% de antibidticos suelen ser suministrados de
forma erronea conduciendo a un aumento acelerado de la resistencia bacteriana
por parte de E. faecalis. Este patdgeno se constituye en la comunidad
microbiologica como un microorganismo comun presente en las infecciones del
tracto urinario, de enfermedades hospitalarias como la endocarditis. Por ende, la
infeccion por esta bacteria es un problema mundial debido a que cada dia aumenta

la morbilidad y la mortalidad (5).

El alto nivel de resistencia a los antibiéticos que presenta E. faecalis, se debe a la
reproduccion de enzimas consideradas “pasivas’ que hacen ineficaz el efecto
sinérgico del agente activo sobre la pared celular, y a su vez presenta un alto indice

de resistencia a los distintos antibiéticos manipulados para su tratamiento (5).

Frente a la carencia de hallar efectivas opciones para la revision de inoculacién de
bacterias, se ha recurrido a nuevas estrategias, entre ellas, la busqueda de nuevas
moléculas de origen natural, como las antraquinonas, para evaluar su potencial

antibacteriano (5).

Las antraquinonas son compuestos organicos aromaticos relacionados
guimicamente con el antraceno. Son moléculas presentes principalmente en ciertos
géneros de plantas y algunas de ellas han mostrado actividad antibacteriana. Por
ejemplo, los extractos de Aloe vera, planta que contiene en su latex antraquinonas,
ha demostrado efecto antibacteriano contra bacterias Gram positivas entre ellas
Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis y contra Gram negativas como

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 4
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Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi, Proteus mirabilis y Helicobacter pylori (5). Ademas, extractos de Morinda
royoc L, ricos en antraquinonas bioactivas, han mostrado también efectos contra
bacterias como Bacillus licheniformis y Stenotrophomonas maltophilia presentando
un 50% de susceptibilidad, tanto a las 24 y 48 horas de exposicién con

concentraciones de 150 y 450 pg respectivamente (6).

Las antraquinonas aisladas han demostrado ser bactericidas frente a bacterias
Gram positivas (Bacillus cereus, Listeria y Staphylococcus aureus) y Gram
negativas (Escherichia coli y Salmonella Enteritidis). De hecho, la 3-
geraniloxiemodina es bactericida contra tres bacterias Gram positivas, mientras que
la 3-metoxiemodina solo es activa contra Staphylococcus aureus, y su actividad
disminuye con el pH. En cambio, la 2-isoprenil-3--metoxiemodina solo fue eficaz a

un pH 7 frente a Staphylococcus aureus.

Los mecanismos antibacterianos de las antraquinonas son diversos, incluyendo la
simple desestabilizacion de la pared celular, alteraciones de rutas metabdlicas, de
forma directa o indirecta. Debido a ello los derivados de antraquinonas pueden tener
multiples mecanismos de accion lo que permite la efectividad al momento de

estudiar la resistencia que desarrolla E. faecalis (6).
1.2 JUSTIFICACION

De acuerdo con la revision en literatura, se puede afirmar que existen pocos
estudios referentes con la evaluacion de la sensibilidad de E. faecalis frente a
nuevos compuestos como las antraquinonas, por lo cual, el desarrollo de esta
investigacion serd novedosa en la zona. Por otra parte, nos permitira adquirir el
conocimiento, destrezas, y habilidades para investigar, ademas nos brindara los
créditos académicos necesarios para la obtencion del titulo profesional de Quimico

Farmaceuta.

El descubrimiento de antibi6ticos en el tratamiento de enfermedades bacterianas
constituyé un hecho sin precedentes, debido a la importancia de patologias

relacionadas con estos microorganismos. Actualmente se estima que

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 5
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aproximadamente el 40% de pacientes atendidos en establecimientos de salud,
reciben terapia antibiotica y el uso indiscriminado de los mismos, ha conllevado a la
resistencia bacteriana, por lo que se requiere la busqueda de nuevos medicamentos
(7). E. faecalis, produce infecciones en vias urinarias a su vez es conocido
comunmente por las fuertes bacteriemias que causa. La endocarditis es otra de las
principales enfermedades que produce este patégeno. Otra causa muy comdn que
acarrea este patdogeno en el area hospitalaria es la presencia de abscesos
abdominales (8).

Algunos de los principales ejemplos de antraquinonas incluyen a los heterésidos
antraquinénicos encontrados en Aloe vera L y Aloe barbadensis miller (sabila), los
cuales llegan a ser utilizados como laxantes, ademas estan incluidos en las
importantes farmacopeas, debido a sus beneficios y propiedades terapéuticas.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este estudio se utilizé un enfoque
computacional para evaluar y seleccionar mediante acoplamiento molecular
antraguinonas que puedan inhibir las enzimas glutamato racemasa y mevalonato

difosfato descarboxilasa de E. faecalis (9).

Los resultados obtenidos de este estudio seran utilizados como antecedentes para
gue otros expertos interesados en estudios in vitro e in vivo, basados en la forma

estructural de las antraguinonas.
1.3 Significado o importancia de la solucién del problema
Con esta investigacion in silico se pretende evaluar el potencial de antraquinonas

actuando como posibles inhibidores de las enzimas glutamato racemasa y

mevalonato difosfato descarboxilasa.

Estos resultados pueden servir como informacion de base para posteriores
investigaciones dirigidas al desarrollo de antibiéticos contra E. faecalis.
1.4 Aporte: tedrico, metodoldgico, practico; Novedad

Se aportara con informacién novedosa que permitird ampliar el conocimiento del

potencial antibacteriano de moléculas ya conocidas como las antraquinonas, pero

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 6
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actuando sobre dianas que aun no han sido lo suficientemente explotadas en el

desarrollo de nuevos farmacos.

1.5 Beneficios:

La informacion generada en la presente investigacion podria servir para el inicio de
investigaciones en el area del descubrimiento y disefio racional de farmacos
antibacterianos. Ademas, en el desarrollo de la misma, los autores ampliaran y
afirmaran sus conocimientos de microbiologia, farmacologia y desarrollaran
habilidades en el manejo de algunas herramientas empleadas en experimentos in

silico en esta area.
1.6 Beneficiarios directos e Indirectos
2 Directos

Los autores de este trabajo de titulacion seran beneficiarios directos ya que no
solamente permitira la obtencion del titulo de Quimicos Farmaceutas, sino ademas
sSu ejecucion permitira reforzar y ampliar conocimientos adquiridos durante la

carrera.

3 Indirectos
Estudiantes e investigadores interesados en la busqueda y desarrollo de nuevos

antibacterianos.

3.1.1 PREGUNTA CIENTIFICA

¢ Qué estructuras de las 100 moléculas de antraquinonas incluidas en esta
investigacion demuestran mayor potencial interactivo en las enzimas glutamato

racemasa y mevalonato descarboxilasa de E. Faecalis?

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General:

Evaluar mediante acoplamiento molecular el potencial de antraquinonas para actuar
como inhibidores de las enzimas glutamato racemasa y mevalonato difosfato

descarboxilasa de E. faecalis.

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 7
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3.2.2 Objetivos Especificos:

e Evaluar mediante acoplamiento molecular la afinidad entre 100
antraquinonas y los centros activos de las enzimas glutamato racemasa y
mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis.

e Establecer de forma comparativa las caracteristicas estructurales de las
antraquinonas que favorecen su afinidad por el glutamato racemasa y
mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis.

e Establecer de forma comparativa las caracteristicas estructurales de las
antraquinonas que no favorecen su afinidad por el glutamato racemasa y

mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis.

3.2.3 1.1. MARCO TEORICO

3.2.4 .- Antecedentes:

E. faecalis es una de las principales especies causantes de infecciones en vias
urinarias, torrente sanguineo, heridas de la piel u otros sitios estériles. Multiples
factores como el diagndstico erréneo debido a la manipulacion inadecuada de
antibidticos, han favorecido que esta especie manifieste resistencia antibacteriana.
E. faecalis es un coco Gram positivo que se encuentra en alimentos, agua, suelos
y que a su vez forma parte de la microbiota normal del hombre y otros animales,
dicho microorganismo reside habitualmente en el tracto digestivo y genital. Sin
embargo, en los dltimos afos, la incidencia de infeccion nosocomial por E. faecalis
se ha incrementado y se ha convertido en una importante causa de morbilidad en el

ambito clinico y quirargico(10).
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Las antraquinonas son biomoléculas que presentan una amplia gama de
actividades biolégicas que han sido demostradas en diversos estudios. Estas
incluyen  actividades  antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes vy
anticancerigenas sobre patdgenos que afectan al hombre. Las antraquinonas
producen hidrélisis de heterdsidos presentes en bacterias colénicas (10).

En una investigacion en Venezuela, titulada “Evaluacion in vitro de dos extractos de
Aloe vera en bacterias patdégenas”, describe que los extractos de Aloe vera
demuestran efectos antibacterianos contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas (11). Identificando, asi como componentes de accion antimicrobiana a:
taninos, saponinas, flavonoides, alcaloides, glicésidos cardiacos, &cido cinamico,
acido p-cumarico, acido ascorbico y pirocatecol, describen que el compuesto
antimicrobiano de mejor espectro para E. faecalis, es la Aloe vera ya que inhibe su
crecimiento (11).

Ahora bien, debido a la resistencia ha surgido de manera necesaria la aplicacion de
modelos computacionales que buscan proponer nuevos farmacos, permitiendo el
desarrollo de nuevos tratamientos para infecciones bacterianas que dia a dia se

tornan mas resistentes a antibioticos de uso convencional.

En otro estudio en Guatemala, titulado “Evaluacion in silico de polifenoles de la rosa
de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y disefio de derivados como inhibidores de la
enzima HMG Co-A reductasa”, los resultados indicaron que la enzima HMG Co-A
reductasa genero interacciones moleculares en su sitio activo con estas moléculas
presentando bajas energias de enlace. Es por ello que, los polifenoles de la rosa de
Jamaica y las moléculas con modificaciones estructurales mostraron uniones
favorables en el sitio activo de la enzima. De esta forma, podrian inhibir dicha

enzima logrando disminuir los niveles de colesterol en sangre (11,12).

Debido a la resistencia bacteriana, ha surgido de manera necesaria la aplicacion de
modelos computacionales que buscan proponer nuevos farmacos, de manera eficaz
y efectiva lo que permite su uso contra infecciones bacterianas que dia a dia se
vuelven mas fuertes a los antibioticos de uso convencional. Hasta donde

conocemos a partir de la revision de la literatura cientifica, no existen trabajos que
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hayan evaluado la capacidad de antraquinonas para inhibir a las enzimas
propuestas en este trabajo. De hecho, la revisibon que hemos realizado no ha

mostrado trabajos in vitro ni in silico sobre estas enzimas (7).
3.2.5 Marco referencial:

3.2.6 Enterococo faecalis

Se ha demostrado que los enterococos son considerados una de las principales
causas mas comunes de infecciones nosocomiales. E. faecalis es la especie
responsable de la mayoria de las infecciones, seguida de E. faecium. Cada afio la
incidencia de bacteriemia por enterococos es de 2 por cada 1000 pacientes
ingresados en los hospitales(10).

E. faecalis es una bacteria Gram-positiva perteneciente a la familia
Enterococcaceae. Es una especie inmovil, facultativamente anaerdbica y
fermentadora de glucosa, no produce gases, su habitat es el tracto gastrointestinal
de humanos y mamiferos, y se encuentran en altas temperaturas, pH alcalino alto
hasta 9.6 y alta concentracion de sal. Las colonias en medio de agar suelen ser
incoloras a grises, de 2 a 3mm de diametro después de dos dias de cultivo, y pueden

presentar hemolisis alfa, beta o no pueden ser hemoliticas.

Dentro de una misma cepa, sus propiedades hemoliticas pueden variar segun el
animal del que se deriva la sangre utilizada en el medio (13). Los factores de
virulencia de la bacteria son: hemolisinas, bacteriocinas, proteasas, lectinas y
carbohidratos de la pared celular o puntos de fusion a fibronectina (estos facilitan la
unién a los tejidos del comensal), que intensifican la patogenicidad. Dichos factores
pueden causar bacteriemia, endocarditis, infecciones intraabdominales y pélvicas,

piel y tejidos blandos, neonatos y nifios (14).

3.2.7 Generalidades

Los enterococos se aislan facilmente de una variedad de huéspedes, incluyendo a
los invertebrados, insectos y mamiferos. En estos huéspedes destaca la capacidad

de los enterococos para sobrevivir a varias defensas esenciales del huésped en su
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intestino. En los humanos, estos son uno de los primeros colonizadores del intestino
infantil y, por lo tanto, es un miembro central del microbioma. Ademas, estas
bacterias son comunes en el microbiota simbi6tico de los animales salvajes y
domésticos, también pueden contribuir a la infeccion de estos (13). Debido a su
amplia presencia en humanos y animales, se aislan facilmente de los entornos
habitados por estos huéspedes, que a menudo se asocian con plantas, suelo y
agua. Gracias a sus numerosas auxotrofias, los enterococos persisten en el

ambiente, pero no es probable que proliferen en grandes cantidades alli (15).

Al ser de gran importancia clinica, el género Enterococcus es ampliamente utilizado
para el aislamiento de patdgenos en heces, agua, alimentos, orina y distintas
muestras. Diferentes agentes ayudan para la eleccién del método de cultivo, como
el pH, las condiciones de crecimiento, la temperatura de incubacion. Los valores de
pH respectivamente bajos (6,0 0 6,2) y temperaturas de incubacion altas (42 o 45

°C) son condiciones especiales de crecimiento para estas bacterias (16).

Innumerables ensayos clinicos han evidenciado que las bacterias pueden
inocularse de un paciente a otro en un hospital, ya sea a través del instrumental

clinico o a través de las manos del personal sanitario (17).

3.2.8 Taxonomia

Desde el punto de vista microbiolégico, los enterococos se clasifican como cocos
Gram positivos, anaerobios facultativos, negativos a la catalasa y gran parte se

adhieren con anticuerpos especificos del grupo D de Lansfield (16).

Los enterococos se descubrieron por primera vez en las heces humanas en 1899
(18). Sin embargo, hasta 1984, todavia se consideraban parte del género
Streptococci, siendo denominados Streptococcus faecalis, descritos por primera vez
en 1906 cuando se aislé el microorganismo de un paciente con endocarditis.
Streptococcus faecium se detectdé por primera vez en 1919. Posteriormente, los
estreptococos pertenecientes al serogrupo D se dividieron en dos grupos. Esta
divisidon se realizé en base a estudios que demuestran diferencias bioquimicas y

diferencias de acido nucleico (estudios de homologia de ADN-rARN y 16SrARN).
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Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium se colocaron en el grupo de los

enterococos, al que pertenecen mas de 50 especies (19,20).

El género Enterococcus abarca mas de 50 especies y su Ultimo ancestro comun se
ha ramificado hace aproximadamente 425 millones de afos(19). Las Especies de
Enterococos de importancia hospitalaria para los humanos son: E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E. avium, E. Casseliflavus, E. gallinarum, E raffinosus, E

malodoratus, E. hirae, E mundtii, E solitarius y E. pseudoavium (18).

Los miembros del género Enterococcus tienen propiedades Unicas que les permiten
sobrevivir a las defensas del huésped y competir en el tracto intestinal, después
persisten y se propagan en entornos naturales u hospitalarios, o que conduce a la
colonizacion de huéspedes nuevos. Estas propiedades incluyen la capacidad de
crecer en un amplio rango de temperatura y pH, sobrevivir en condiciones secas y
en presencia de NaCl al 6,5% y 40% de sales biliares (21). Son anaerobios
facultativos y crecen de perfectamente entre 30 y 35°C. Son organismos catalasa
negativos, pero en ciertos casos pueden ser catalasa positivos, el resultado final de
la fermentacion de la glucosa es el lactato. El porcentaje de guanina y citosina de

este grupo estuvo entre 37 y 45 mol (22).

Varias caracteristicas de los enterococos les permiten persistir en casi todas partes
y adquirir resistencia a multiples farmacos antimicrobianos, lo que representa un
desafio considerable para el control de infecciones. La introduccion de técnicas de
tipificacion molecular, incluidas PFGE, MLST, MLVA y otras metodologias basadas
en PCR vy, mas recientemente, MALDI-TOF MS y WGS, ha mejorado
sustancialmente la capacidad para discriminar aislados de enterococos y ha
proporcionado informacion critica sobre epidemiologia. Se ha demostrado la
adquisicion exdgena de cepas de enterococos por contacto directo e indirecto entre
pacientes, rompiendo la concepcion tradicional de que las infecciones por

enterococos eran de naturaleza endégena (23).
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3.2.9 Patogénesis y sindromes clinicos mas frecuentes

3.2.10 Patogenia

Sin duda, los sucesos que establece el origen de la infeccion por enterococos es la
colonizacion de la mucosa humana por el patdgeno (24). Por esto se debe tener
moléculas de superficie que actien como adhesinas, se necesitan sus receptores
sobre el tejido “blanco”, normalmente de naturaleza proteica, glicoproteica,

lipoproteica o glucosidica (24).

Una vez finalizado el proceso de fijacion, los microorganismos pueden penetrar
otras areas anatomicas, ingresar al torrente sanguineo o al sistema linfatico y causar
diversos cambios patologicos, algunos de los cuales se originan en respuestas
inflamatorias severas e incluso involucran enzimas y toxinas. Los enterococos mas
infecciosos habitan principalmente en el sistema nervioso entérico, al cabo de unos
dias, tras ser fagocitados por células del ileon y colon o por macréfagos entéricos,
suelen metastatizar desde la luz del intestino delgado hacia el higado, el bazo y los
ganglios linfatico, lo que en cualquier caso favorece su paso a traves de la pared
intestinal y hacia la via linfatica (25). Se ha observado que la proteina de superficie
enterocécica (ESP) también llamada sustancia agregada (AS) incita la
internalizaciébn microbiana en las células HT-29, ademas de la produccion de
grandes cantidades de iones superéxido (O2-). Los Enterococcus tienen distintos
tipos de cepas que pueden ser un fuerte mecanismo para resistir a la fagocitosis de

macrofagos (14,25).

Aparentemente, los enterococos también pueden ingresar al torrente sanguineo
desde el intestino mediante varios fordnculos o una previa colonizacion del aparato
urinario. Finalmente, es importante comentar que la infeccién por enterococos
también ocurre porque el microbio contrarresta la accién de varios mecanismos de
defensa humanos a través de la colaboracién de ciertas capsulas de polisacaridos

o de proteinas de superficie con funcién antifagocitica (22).

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 13



- Universidad
6 Catolica
de Cuenca
Carrera de biofarmacia

3.2.11 Patologia

Las infecciones y fuentes de infeccion asociadas a las enfermedades hospitalarias
son enddgenas y exdgenas; en el primer caso, los enterococos se derivan de la
propia flora del paciente, mientras que en el segundo se destacan los equipos e
instrumentos y las personas médicas y paramédicas. Estos suelen actuar como
vectores para la transferencia de patdégenos de unos pacientes a otros, e incluso
puede transferir su propia flora de uso comun, que por razones laborales esta
compuesta por varios protozoos que son resistentes a los farmacos mas usados
(24).

Alrededor de un 40% de medicamentos utilizados en los hospitales corresponden
exactamente a antimicrobianos de amplio espectro, razon principal de la seleccion
y aprovechamiento de las bacterias multirresistentes en el ambito hospitalario.
Ademas, la etiologia de futuras infecciones nosocomiales puede cambiar

significativamente cada vez que se modifican las preferencias de tratamiento (22).

3.2.12 Factores de Virulencia

Varios estudios han relacionado estas propiedades proteoliticas con una alta
incidencia de enterococos en septicemia, cardialgia, infecciones urinarias y
enfermedades de piel. La ESP (proteina de superficie enterocéccica) es la
encargada de la invasion y permanencia de E. faecalis mientras la infeccion y facilita

la interaccion primaria patdgeno-huésped durante la formacion de biopeliculas (26).
3.2.13 Caracteristicas de Enterococcus faecalis

3.2.14 Sustancia de agregacion (AS)

Diversos estudios han demostrado que las sustancias agregadas (AS) parecen
jugar un papel fundamental en la patogénesis. La (AS) sustancia agregada es una
proteina de superficie, regulada especificamente por el pldsmido pAD1(22),
especialmente por el gen asal dicha existencia aumenta significativamente en los
macrofagos antes de interactuar con las integrinas CD11b, CD18 y CR3 La

adhesion y la internalizacion también estan presentes en otros humanos células de
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defensa. Este cumple funciones como: mejora la unién de plasmidos, se adhiere a
los tejidos del huésped, promueve la internalizacion y resistencia de la fagocitosis
(22).

3.2.15Produccion de Feromonas

E. faecalis produce feromonas, que son sustancias peptidicas que estimulan la
transferencia de ADN plasmidico mediante la unién entre cepas (26). Actia como
quimio atrayente para atraer células polimorfonucleares (PMNs), favoreciendo los
procesos inflamatorios (22).

3.2.16 Acido lipoteicoico

El acido lipoteicoico esta presente en las paredes celulares (antigenos del grupo D)
e induce la produccion de factor de necrosis tumoral e interferon gamma, regulando

asi las respuestas inmunitarias (22).

3.2.17 Produccidn de bacteriocinas, enzimas y anién superéxido

Un hecho interesante es que algunas cepas de E. faecalis pueden producir
bacteriocinas capaces de lisar una amplia variedad de bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Se sabe que E. faecalis produce varias enzimas, como la
hialuronidasa y la gelatinasa, ambas extracelulares (16). Son capaces de producir
grandes cantidades de iones superoéxido (O2). Esta propiedad sugiere que es un

mecanismo eficiente para sobrevivir a la fagocitosis por macrofagos (22).

3.2.18 Hemolisina

La citolisina de E. faecalis cumple el papel de deshacer las células eucariotas y
procariotas, tales como los glébulos rojos de los humanos. Se cree que esta
sustancia juega un rol significativo en la primera etapa de las infecciones causadas
por esta bacteria, que implica la penetracion bacteriana en el tejido intestinal
humano, incluso en casos asintomaticos, asi como dafio tisular y toxemia antes de
la segunda etapa, aparecen los sintomas principales. Esta se modifica por el

plasmido pAD1 y consta de tres subgrupos que se asocian para provocar la lisis
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celular, sin embargo, una de estas llamada activasa, ha recibido gran atencién por
parte de los expertos (22,25).

Sin embargo, la presencia de muchos otros agentes causantes de enterococos es
incuestionable, y s6lo una parte de las cepas hospitalarias sintetizan citolisina, lo
gue sugiere que no sustituye un componente esencial del origen de la enfermedad
por E. faecalis. Aunque los procesos empleados en el dafio tisular siguen siendo
irreconocibles, posiblemente las citolisinas induzcan la liberacion de intercesores
inflamatorios de los tejidos o fagocitos dafiados, contribuyendo asi a la gravedad
del proceso inflamatorio (22,25).

3.2.19 Gelatinasa

Otro factor de virulencia en el género Enterococcus es la gelatinasa, una enzima
gue degrada la gelatina, la caseina, la hemoglobina y ciertos péptidos bioactivos,
incluida la feromona quimiotactica de E. faecalis a los tejidos invadidos. También,
una de las factibles funciones de esta proteasa seria regular o cambiar las
capacidades de proteccion al huésped junto con las feromonas quimiotacticas, o
inducir la separacion o almacenamiento de glébulos blancos en los tejidos

colonizadores (26).

3.2.20 Epidemiologia

Las bacteriemias causadas por E. faecalis han alcanzado un rol importante
principalmente debido al aumento del nimero de casos intrahospitalarios. En lo que
va de los 25 ultimos afios los enterococcus se consideran como huéspedes de baja
nosogénesis a convertirse en una de las principales causas mas frecuentes de
infecciones nosocomiales. Siendo este la causa de morbilidad en areas clinicas y
quirdrgicas. En América Latina el Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) en
2017 reportd que la infeccion por enterococos esta en el octavo lugar por causar
bacteriemia, mientras que la infeccion por enterococos, que a su vez es causa de

infecciones del tracto urinario y heridas quirdrgicas, ocup6 el cuarto lugar (27).
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Estudios multicéntricos y poblacionales realizados durante la primera década del
siglo XXI demostr6 que los enterococos son la tercera causa mas comun de
endocarditis infecciosa, representa del 9 al 13% de todos los casos en los paises
industrializados. De estos, el 90% son causados por E. faecalis. IE es una entidad
en constante evolucion. En este contexto de cambio constante, estudios recientes
sugieren que la Endocarditis Infecciosa por E. faecalis (EFIE) seria mas comun de
lo descrito anteriormente, tal vez debido a una tasa mas alta de ecocardiogramas

realizados en bacteriemia por E. faecalis (27).

En la actualidad, la gran mayoria de noticias mundiales indican a estos
microorganismos como la causa principal de alto indice de infecciones (16). En lo
gue va de Latinoamérica segun informes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) conjuntamente con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),
Colombia encabeza la lista de bacteriemias producida por esta bacteria tan solo
desde el afio 2016 al 2019 se ha registrado un incremento del 53.8% (28).

Ahora bien, en paises como Argentina, Chile, Paraguay, Ecuador, Peru, Cuba y
Bolivia en los afios 2014-2019, dicha bacteria ha tenido un aumento del 40.5%. La
forma clinica mas usual fue la bronconeumonia y otras infecciones respiratorias
agudas con bacteriemia (21,5 %), seguida de las infecciones del tracto urinario y de
partes blandas (14,7 %), la bacteriemia nosocomial (11,2 %) y la infeccion de
heridas quirargicas (10,3 %) (29).

3.2.21 Mecanismos de resistencia de Enterococcus faecalis frente a
antibioticos

Se ha demostrado que dicha bacteria alcanza cierto porcentaje de resistencia a

otros antimicrobianos por medio de plasmidos y transposones que portan genes que

codifican ampicilina, penicilina, macrélidos, cloranfenicol y a altas concentraciones

de aminoglucdsidos y cotrimoxazol. Gracias a la enorme adaptabilidad de las

bacterias, estas pueden desarrollar mecanismos especificos a los antibioticos,

impidiéndoles asi ejercer su accion.
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Debido a la baja afinidad y el nivel de resistencia de las proteinas fijadoras de
penicilina, tienen cierta resistencia natural inherente a los B-lactamicos (30). En
comparacién con las cefalosporinas, la mayor actividad de algunas penicilinas se
agrupa con facilidad relativamente mayor con las proteinas de union a la penicilina
(PBPs) implicadas en los mecanismos de resistencia a estas. Los patrones de
autolisina alterados se asocian con respuestas paraddjicas a la actividad bactericida
de la penicilina, que suelen mostrar los aislados clinicos de E. faecalis (31).

Se han informado dos mecanismos de resistencia a los B-lactamicos; por alteracion
de las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), o por produccion de las
betalactamasas, el segundo mecanismo, es el alto grado de resistencia a los
antibioticos (aminoglucosidos), debido a producciones enzimaticas modificantes de
aminoglucosidos. Esta nueva situacion de mecanismos de resistencia limita de
manera considerable las opciones para el tratamiento para esta bacteria, haciendo
asi muy necesaria la busqueda de nuevos antibiéticos que induzcan una resistencia

cruzada a otros antimicrobianos (32).
3.2.22 Antibidticos utilizados para tratar infecciones de Enterococcus faecalis

3.2.23 Principales antibioticos usados

Cuando hablamos de los antibidticos de eleccion para las infecciones por
enterococos sin resistencia comprobada, consisten en ampicilina o amoxicilina; en
caso de infecciones urinarias no complicadas o en caso de infecciones sistémicas,
a su vez existen combinaciones de penicilina o ampicilina y estreptomicina o

gentamicina (33).

El descubrimiento de la resistencia a distintos farmacos y, principalmente a ERV
(enterococos resistentes a la vancomicina) ha provocado cambios en los
tratamientos previos. La nitrofurantoina puede ser usada para infecciones del tracto
urinario no complicadas, incluidas las causadas por ERV asociadas o no a la
presencia de sonda urinaria, y en combinacién con rifampicina para la prostatitis

cronica, aunque la regresion completa solo se logra después de retirar la sonda (34).
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Los datos limitados y contradictorios sobre la eficacia de las fluoroquinolonas, por
lo que actualmente no se recomienda su uso para el tratamiento empirico de tales
infecciones. En una infeccion del aparato urinario la fosfomicina (dosis Unica de 3
g, por via oral) se puede usar en el tratamiento no complicado causada por
enterococos. La situacion es més dificil en el caso de infeccion enterocécica grave,

principalmente bacteriemia con o sin endocarditis (34).

La mayoria de las cepas de E. faecalis y algunas de E. faecium resistentes a
betalactdmicos (vancomicina) son sensibles a las concentraciones alcanzadas in
vivo. Se considera resistente a vancomicina cuando la CIM es superior a 16 mg/ml,
sin embargo, se puede alcanzar concentraciones superiores a 100-150 pg/ml con
una dosis de (18-30 g/dia). Por lo tanto se cree que al aumentar la dosis del farmaco

los enterococos con una CIM de < 64 ug/ml de ampicilina pueden inhibirse(35).
3.2.24 Resistencia de Enterococcus faecalis

3.2.25 Resistencia intrinseca

Los enterococos tienen la cualidad de poseer una resistencia intrinseca a la mayoria
de los antibioticos de uso comun, lo que hace sumamente dificil, en algunas
ocasiones, el manejo de las infecciones que provoca, sobre todo en el medio
intrahospitalario (36).

Numerosos investigadores centran sus estudios en la genética y los mecanismos
de resistencia, sin embargo, a diferencia de otros microorganismos de los cuales
son bien conocidas la presentacion clinica y la epidemiologia de las infecciones
pediatricas que provocan, poco se conoce con relacion a esto sobre la infeccion por

enterococos, especialmente en nuestro medio (36).

3.2.26 Resistencia de Enterococcus faecalis frente antibidticos

Los microorganismos de la familia Enterococcus son uno de los principales
patdégenos nosocomiales, debido a su resistencia inherente a la mayoria de los
medicamentos bactericidas o bacteriostéaticos dificultando asi su tratamiento. Los
enterococos son moderadamente sensibles a la penicilina e intrinsecamente

resistentes a toda la familia de las cefalosporinas, trimetoprim sulfametoxazol y a
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concentraciones terapéuticas de clindamicina y aminoglucésidos. También han
adquirido resistencia a multiples antibiéticos en el transcurso de los afios, ya sea
por la adquisicion de genes de resistencia en plasmidos o transposones, o por
mutaciones espontédneas que aumentan el nivel de resistencia a determinados
antibiéticos (37).

Los betalactdmicos, aminoglucosidos y glucopéptidos tienen mayor importancia
clinica porque constituyen las opciones de tratamiento para las infecciones
enterococicas graves. La mayoria de las infecciones por Enterococcus son
causadas por E. faecalis en un 80%, sin embargo, E. faecium es el organismo
multirresistente mas comun con la tasa mas alta de resistencia adquirida a los

antimicrobianos (38).

3.2.27 Resistencia a B-lactamicos

Los enterococos tienen una proteccidon caracteristica y natural frente a los B-
lactamicos debido a la escasa afinidad de su proteina fijadora de penicilina (PBP)
por estos antimicrobianos. Esta resistencia intrinseca varia entre los
betalactamicos, ya que las penicilinas son generalmente las mas activas contra los
enterococos, ligeramente menos activas contra los carbapenémicos y menos

activas contra las cefalosporinas (38).

Sin embargo, entre las penicilinas, la mas activa in vitro es la ampicilina, todos los
enterococos sensibles a ella también lo son a otras penicilinas y carbapenémicos.
La concentracion inhibitoria minima (CIM) de ampicilina contra enterococos es de
1-16 mg/l, y la CIM (concentracion inhibitoria minima) de ampicilina para aislados
clinicos de E. faecalis es generalmente mas baja que la de E. faecium. La
resistencia intrinseca a todas las cefalosporinas impide su uso en el tratamiento de
pacientes con infecciones por enterococos. De hecho, el uso de cefalosporinas
puede provocar infecciones secundarias por este agente patdgeno. Sin embargo, la
ampicilina es sinérgica con varias cefalosporinas (ejemplo: ceftriaxona) in vivo e in

vitro de E. faecalis (39).
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3.2.28 Resistencia a aminoglucdésidos

Los enterococos poseen intrinsecamente una resistencia de bajo nivel a los
aminoglucosidos por un transporte deficiente del aminoglucdésido al interior de la
bacteria, que se caracteriza por presentar valores de CMI (la concentracion minima
inhibitoria) que oscilan entre 4 y 64 mg/l de gentamicina y entre 16 y 256 mg/l de
estreptomicina, lo que hace que los aminoglucésidos no sean eficaces en

monoterapia frente a los enterococos (39).

A pesar de ello, cuando en aminoglucésido se combina con otro antibiético que
actua sobre la pared celular, como un B-lactdmico o un glucopéptido, la captacion
del aminoglucésido aumenta considerablemente, lo que da como resultado

infecciones terapéuticas graves (bacteriemia, endocarditis y meningitis) (40).

3.2.29 Resistencia a fluoroquinolonas

La ciprofloxacina es moderadamente activa contra los enterococos, y la RAN
(recuentos absolutos de neutrofilos) contra las fluoroquinolonas son comunes en
aislados clinicos de enterococos. Las fluoroquinolonas mas nuevas, moxifloxacino
y gatifloxacino, son un poco mas activas contra los enterococos, pero las cepas
resistentes a la ciprofloxacina a menudo también son resistentes al moxifloxacino y

a gatifloxacino (41).

3.2.30 Resistencia a oxazolidinonas

Esta resistencia es rara, se ha descrito en E. faecalis y E. faecium, debido a la
mutacion G2576T en la subunidad de ARN ribosomal 23S. Los enterococos poseen
multiples copias del gen que codifica el ARN ribosomal 23S, y varios nimeros de
alelos mutantes en este gen confiere niveles mas altos de resistencia (solo un alelo
mutante, la CMI para linezolid es de 4-8 mg/l, y con 5 alelos mutantes, la CMI se

elevé a 64 mg/l.

La mayor parte de casos notificados procedian de pacientes tratados crénicamente
con linezolid seleccionados en presencia de antibidticos, aunque también se ha

descrito transmision clonal. Asimismo, algunas cepas de enterococos poseen
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mecanismos de resistencia transferible a linezolid mediado por el gen crf., que

codifica una metilasa ribosomal (41).

3.2.31 Glutamato racemasa

La glutamato racemasa es una enzima considerada del uso de las bacterias para la
construccién de componentes basicos debido a que es un bloque de construccién
biosintético esencial en donde los peptidoglicanos encapsulan la pared celular
bacteriana. La enzima glutamato racemasa (Murl) cataliza la interconversion
reversible de L-glutamato en D-glutamato y, asi, juega un papel importante en la
sintesis de la pared celular y en el crecimiento bacteriano. Debido a que el
peptidoglicano sélo esta4 presente en las bacterias, tanto él como las enzimas
implicadas en su biosintesis son dianas para disefiar o identificar farmacos

antibacterianos (42).

3.2.32 Conformacién del glutamato racemasa

La glutamato racemasa es un ejemplo de un enzima que opera en un estereocentro
"activado” es decir, que lleva un proton relativamente acido y emplea un mecanismo
de desprotonacion/reprotonacion no estereoespecifico. Los primeros estudios sobre
la reaccion del glutamato racemasa apoyaron un mecanismo de desprotonacion/

reprotonacion (43).

La racemizacion completa del glutamato en un tampén deuterado condujo a la
incorporacion del deuterio. Posteriormente, se descubrié que las enzimas glutamato
racemasa, aspartato racemasa y diaminopimélico epimerasa utilizan un mecanismo
similar en el ambito microbioldgico, debido a que catalizan la formacion reversible
de D-glutamato a partir de L-glutamato y, por lo tanto, estas enzimas son un objetivo

terapéutico potencial (44).

3.2.33 Mevalonato difosfato descarboxilasa

La mevalonato difosfato descarboxilasa (MVD) es una enzima de caracteristicas
Unicas que cataliza la sintesis de isopentenil difosfato, con el consumo de ATP. Esta

enzima pertenece a la familia de las liasas especificamente las carboxiliasas, que
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cortan los enlaces carbono-carbono. El nombre sistematico de esta clase de
enzimas es ATP: (R) -5-difosfomevalonato carboxilasa (afiadiendo ATP formadora
de isopentenil-difosfato) (45).

La mevalonato difosfato descarboxilasa tiene diferentes propositos uno de ellos es
en las bacterias Gram positivas, el difosfato de isopentenilo, el producto final de la
descarboxilasa de difosfato de mevalonato, es un intermedio esencial en la
biosintesis de peptidoglicano y poliisoprenoide. Por lo tanto, la via del mevalonato y
al difosfato descarboxilasa de mevalonato podria ser un farmaco antimicrobiano

potencial (46).

3.2.34 Conformacion de la mevalonato difosfato descarboxilasa

La MDV reconoce y se une a dos diferentes tipos de sustratos: ATP y mevalonato
5-difosfato. Una vez unida esta enzima llega a formar tres tipos de reacciones,
dividiéendose en dos pasos esenciales. En primer lugar, se produce la fosforilacion.
Esta fosforilacion produce un intermedio reactivo que se somete a una

desfosforilacion y descarboxilacién coordenadas en la segunda etapa (46).

Tanto la mevalonato quinasa como la mevalonato difosfato descarboxilasa
probablemente evolucionaron de la misma manera a partir de un compuesto comun
porque tienen pliegues similares y catalizan la fosforilacion de sustratos similares
(46).

3.2.35 Antraquinonas

Son el grupo mas grande de quinonas naturales, algunas de las cuales poseen
propiedades colorantes, efectos laxantes y antibioticos. Las propiedades colorantes
o de vaciado de los derivados de la antraguinona dependen de la posicion que

ocupe el grupo (OH) en su estructura (47).

Se ha informado que las antraquinonas poseen una vasta gama de actividades
bioldgicas, incluidas propiedades antifingicas, antibacterianas, anticancerigenas y
antioxidantes, analgésicas y tienen potentes propiedades antibibticas contra virus y

contra bacterias(47).
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Las antraquinonas se encuentran en diversos microorganismos, plantas,
equinodermos e insectos. Las familias con mas compuestos antracénicos son:
Rubiaceae, Villaceae y Polygonaceae y en menor medida Liliaceae, Leguminosas,
Acoraceae, Ranunculaceae, Sundewaceae, Sophoraceae y similares. Se conocen
diversas antraquinonas en liquenes incluidas las antraquinonas halogenadas. Estas
sustancias se encuentran en diferentes partes de las plantas, como: hojas, tallos;
existen principalmente como glucésidos y de forma menos significativa en estructura
libre o0 agliconas. Sus ingredientes mas significativos y eficaces son los derivados
del hidroxiantraceno (15 — 40 %) (48).

3.2.36 Derivados de antraguinonas

Las antraquinonas con propiedades colorantes presentan, de forma general, dos
grupos hidroxilos como minimo, dispuestos en la estructura de la antraquinona en
las posiciones 1y 2. Ejemplo: la especie Rubia tintorium (familia Rubiaceae) se han
aislado algunos compuestos que poseen estas propiedades. Acido ruberitrico

(heterdsido, cuya genina es la alizarina) y la purpurina (genina) (49).

3.2.37 Derivados antraquinonicos con propiedades laxantes

Para que se manifieste propiedades laxantes es necesario que la estructura
antraquinoénica lleve por lo menos dos hidroxilos en las posiciones 1y 8, los cuales
son responsables del efecto que es mas potente en las formas reducidas (antronas).
Las formas reducidas facilmente pasan a las oxidadas, antraquinonas, por la
sensibilidad de las posiciones 9 y 10 del antraceno. Este es el motivo por el que,
ocasionalmente, las geninas que puedan detectarse sean las formas

antragquinénicas (oxidadas) y no las antronas (reducidas) (49).

Otras posiciones en las que pueden entrar sustituyentes se corresponden con la 3
y 6. En 3 siempre un carbono con una escala de oxidacion variable (metilo, metanol
0 un carboxilo), en 6 un grupo hidroxilo libre o eterificado. La modificacion estructural

sefala la limitacion en el nUmero de geninas (49).
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3.2.38 Antraquinonas con efecto antibacteriano frente a E. faecalis

El perfil fitoquimico y la actividad antibacteriana del extracto de corteza de Mangifera
indica frente a E. faecalis deriva de la actividad de sus constituyentes,
principalmente fendlicos. Estos compuestos, dependiendo de su estructura quimica
y su concentracion inhiben la sintesis de proteinas celulares, interfieren con la
absorcion de oxigeno y forman complejos irreversibles con PRP (proteina rica en
prolina) que inhiben la sintesis de proteinas celulares para lograr efectos.

La resistencia microbiana a los farmacos endodonticos justifica la busqueda de
principios activos con actividad antimicrobiana en productos es por ello que los
extractos etandlicos y acuosos de corteza de mango tienen actividad antibacteriana
contra E. faecalis. Las pruebas fitoquimicas mostraron la presencia de taninos,
fenoles y alcaloides que justifican su uso como agente antibacteriano por sus

propiedades (50).

Los ingredientes activos del extracto de la planta Mangifera indica tienen
propiedades antibacterianas. El extracto utilizado como portador de pasta pulpar
muestra actividad contra E. faecalis y es una alternativa terapéutica a los

tratamientos antimicrobianos utilizados en endodoncia (50).

E. faecalis es altamente resistente a los medicamentos, uno de los ingredientes
naturales que se pueden utilizar es la resina del tallo del platano ambén. El banano

es una planta tropical cominmente utilizada como medicina. (51).
3.2.39 Ensayos in silico en la busqueda de nuevos farmacos

3.2.40 Ensayo in silico de nuevos farmacos

A lo largo del tiempo el ser humano ha disefiado distintos métodos para la
creacion de nuevos medicamentos alejdndose de los procedimientos mas
tradicionales, reduciendo su complejidad, sus costos elevados y sobre todo el
tiempo de investigacién. Los procedimientos computacionales tienen muchos
beneficios para el estudio y descubrimiento de nuevos farmacos. Estos métodos se

han aplicado en diferentes casos teniendo un notable éxito. Uno de estos fue el
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desarrollo de zanamivir para la prevencion de la influenza, consiste en que la
estructura de la proteina al ser obtenida por cristalografia de rayos X, permitio
comprender la extensa topologia del sitio activo para su posterior desarrollo de un
farmaco adecuado para inhibir esta enzima(52).

Los analisis in silico presentan muchas ventajas para el investigador, una de ellas
es la prediccion mas cercana a la realidad, como las interacciones moleculares con
enzimas Yy los descriptores de toxicidad. Pero para tener una mayor efectividad se
recomiendan estudios de correlacidon entre los estudios in silico y los estudios in
vitro e in vivo. El acoplamiento molecular o docking molecular es un enfoque
bioinforméatico que permite diagnosticar la energia, la afinidad y el tipo de
interacciones y posiciones favorables entre ligandos y representaciones
tridimensionales de proteinas. Ahora bien, cuando el ligando y el objetivo presentan
situaciones ventajosas como especificidad, estabilidad mayor sera su actividad

biologica predicha, lo que sugiere una posible asociacion valida (52).

Finalmente, el método de conjugacién molecular que se utilizara en este estudio se
ha convertido en una herramienta fundamental para la busqueda basada en
estructuras y la seleccion virtual de ligandos biolégicamente activos y posibles
dianas terapéuticas. El acoplamiento molecular generalmente usa dos algoritmos
separados, el primero nos ayuda con el muestreo inicial, prediciendo todas las
configuraciones estructurales o conformaciones de ligandos posibles dentro del
dominio o sitio activo de una proteina, y el otro algoritmo nos ayuda a puntuar,
revelando los ligandos de union de energia de proteinas y sus respectivos

receptores (53).

En funcién del rendimiento de ambos algoritmos, todas las configuraciones de union
de los ligandos y sus receptores se clasifican segun sus energias de union. De esta
forma, la funcion de puntuacion puede filtrar compuestos de una gran base de datos
en una busqueda virtual, donde la composicion del compuesto de mayor puntuacion
corresponde a la composicién con la energia de enlace mas favorable para la

molécula en cuestion (53).
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Il.1. Disefio de investigacion

El proposito de este estudio experimental in silico fue evaluar las energias de union
entre antraquinonas seleccionadas y glutamato racemasa y mevalonato difosfato
descarboxilasa de Enterococcus faecalis. Asimismo, se investigaron las
interacciones entre los mejores compuestos y las proteinas seleccionadas en el

estudio.
Il.2. Poblacién y muestra
[1.2.1. Universo — Poblacion

Se emplearon en el estudio las moléculas generadas con el servidor en linea Arthor
a partir del nucleo basico de las antraquinonas, siendo estas moléculas preparadas

y optimizadas para el acoplamiento molecular.

[1.2.2. Muestreo y muestra
Para la muestra y el muestreo se tomo en cuenta la base de datos UCSF ZINC 15
mediante Arthor en la cual se descargd 100 moléculas de antraquinonas, las cuales

fueron evaluadas mediante acoplamiento molecular sobre las enzimas glutamato

racemasa y mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis

[1.2.3. Definicion y clasificacion de las variables

1.-Energia libre de union: Cuantitativa

Definicion Se define como el cambio de energia libre
asociado a la interaccion entre el ligando en

cuestion y la enzima

Indicador Escala de energia libre de unién de Autodock

Vina
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Escala de medicion Kcal/mol

Tabla 1: Energia libre de union
Fuente: Autores.

2.-Interaccion ligando-enzima | Cuantitativa

Definicion Representacion en dos dimensiones de los

enlaces polares y no-polares, entre la diana y

el ligando.
Indicador Representacion grafica de los enlaces.
Escala de medicion Ninguna

Tabla 2: Interaccion ligando-enzima
Fuente: Autores.

I1.3. Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtenciéon de datos

En el servidor Arthor, se hizo la busqueda de antraquinonas, en donde se tomo en
cuenta que las moléculas posean la estructura de una antraquinona, obteniendo de
este modo 100 moléculas. A continuacion, se utilizé el programa Avogadro el cual
optimizo las estructuras de las diferentes moléculas estabilizando su protonacion a
pH 7,4 y disminuyendo al usar el campo de fuerza MMFF94. En el caso del formato
MOL2 se usé para guardar las moléculas que fueron analizadas para el

acoplamiento molecular.

Las estructuras de las enzimas glutamato racemasa (2VVT) y mevalonato difosfato
descarboxilasa (5V2L) se descargaron de la base de datos Protein Data Bank
(PDB), estas a su vez fueron preparadas para los analisis posteriores a realizar,
usamos el médulo Dockprep del programa USCF Chimera y guardadas con el
formato PDB.
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El analisis del acoplamiento molecular se emple6 el programa Autodock Vina de
EZCADD, para la enzima glutamato racemasa se utilizaron las coordenadas X: 2.88;
Y: 39.72; Z: 70.36 con un tamafio de box de 28 x 28 x 28 A y para la enzima
mevalonato difosfato descarboxilasa se usaron las coordenadas X: -18.62; Y: 16.74;
Z: -18.47 y su respectivo tamarfio de box fue 28 x 28 x 28 A (49).

Seleccionar archivo

© 3D ® I PubChem Sketcher

Center. PR 39.72 70.36 Use Ligand Center
ize: P 28 28

© Vina ® Smina

Figura 1. Coordenadas del Box en el programa EzcaDD, Glutamato racemasa.

Fuente: Autores.
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© PDB File @ PDBID

Seleccionar archivo

0 3l ® 20 SMILES PubChem Sketcher

[ tel - 15.62 16.74 1847 = Use Ligand Center
28 28 28

0 Vina ® Smir

Figura 2: Coordenadas del Box en el programa EzcaDD, Mevalonato difosfato

descarboxilasa.

Fuente: Autores.

Entre las 100 moléculas seleccionadas, los criterios de clasificacion de cada una de
estas se basaron en el puntaje de las afinidades de cada ligando con el respectivo
blanco. Una vez seleccionadas los ligandos con los mayores puntajes fueron
seleccionadas las poses con mayor energia de union (valor de energia mas
negativo). Estos resultados fueron guardados en formato pdb los cuales fueron

utilizados en el andalisis.

Sin embargo, para la visualizacién grafica se utilizé el programa “Proteins plus
structure-based”, en dicho programa se pudo observar el diagrama 2D que posee
cada uno de los ligandos y cada una de las interacciones que cada molécula

desarrollo.
Il.4. Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Los resultados fueron transcritos en plantilas de Excel y descargados por el
programa Autodock Vina, a continuacidén, todas estas energias de union se
organizaron de forma jerarquica en tablas detalladas. El programa pose View
permitid los andlisis de interacciones que muestran las figuras y estructuras de

antraquinonas acopladas en el sitio activo de las enzimas.
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I.4.1. Aspectos Eticos

Al ser un trabajo bio-informético no permite desventajas con el sistema de Bioética.
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[ll. RESULTADOS

Para esta investigacién se tomaron en cuenta 100 estructuras de antraquinonas y
sus porcentajes de energias y afinidad, que fueron predichos con el programa
Autodock Vina. Es conveniente aclarar que no existe informacién previa en la
literatura sobre evaluaciones in silico de estas moléculas sobre estas enzimas. En
la tabla 1; se puede observar los puntajes de afinidad de las 100 antraquinonas. En
el estudio de las 100 moléculas evaluadas, la media de energia total es -8,0
Kcal/mol. Entre las 10 moléculas mejor acopladas con la enzima glutamato
racemasa se puede observar que su rango de energia es de -8,9 a -8,4 Kcal/mol.
Las cinco moléculas con afinidades mas bajas presentaron energias de -7.6 a -7,4

Kcal/mol.
| B | C | D | E F | G |
«I| Cédigo Zin( ~ Nombre comun ~ IUPAC ~ Formula | ~ | Energia kcalin ~
1 ZINC3844116 |2 6-dimetilantraquinona 2 6-dimetilantraceno-9 10-diona C16H1202 8.3
2 ZINC3844118 |2, 7-dimetilantraquinona 2. 7-dimetilantraceno-9,10-diona C16H1202 8.0
3 ZINC3845200  |Tectoquinona 2-metilantraceno-9,10-diona C15H1002 8.1
4 ZINC3845301  |1-amino-3-metilantraceno-9,10-diona 1-amino-3-metilantraquinona C15H11NO2 -8.3
5 ZINC3847491  [Anfraguinona antraceno-9,10-diona C14H802 81
6 ZINC3847495  |Qinizarina 1.4-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14HEO4 -18
7 ZINC3850741  |1-aminoantraquinona 1-aminoantraceno-9,10-diona C14HINO2 -8.0
8 ZINC3850742  |1,5-diaminoantraquinona 1,5-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 -8.0
9 ZINC3860170  [Rojo disperso 15 1-amino-4-hidroxiantraceno-9,10-diona C14HINO3 81
10 | 2ZInC3ge0201 |2 6-dihidroviantraquinona 2 6-dinidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 7.9
11 | 2Zinc3ss03se  |Danthron 1,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 8.1
12 ZINC3860444  |2-etilantraquinona 2-elilantraceno-9,10-diona C16H1202 -8.0
13 | 2ZINC3se0973  |Alizarina 1 2-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 81
14 | ziNc3se1197  |2-cloroantraguinona 2-cloroantraceno-9,10-diona C14H7CIO2 8.0
15 ZINC3861450  |1-antracenodiazonio, 9,10-dihidro-9,10-dioxo- 9 10-dioxoantraceno-1-diazonio C14HTN20O2 54
16 | zINc38e1620  [2-hidroximetilantraquinona 2-(hidroximetil)antraceno-9,10-diona C15H1003 78
17 | zmncas73000  |1-amino-2-mefilantraquinona 1-amino-2-metilantraceno-0,10-diona C15H11NO2 £2
18 | ZINc3s73001  [Metano quinona 1-(metilamino)antraceno-9,10-diona C15H11NO2 8.1
19 | 2ZINc3s74029  [2-aminoantraguinona 2-aminoantraceno-0,10-diona C14HINO2 8.1
20 | zINcas74034  |1,8-diaminoantraquinona 1 8-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.1
21 | zinc3s74039 |2 6-diaminoantraguinona 2 6-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 16
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22 ZINC3875551 | 1-metoxiantraguinona 1-metoxiantraceno-0,10-diona C15H1003 80
23 | zmMcas7s803  |1.5-dihidroviantraguinona 1 5-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 78
24 ZINC3875850  |1-hidroxiantraquinona 1-hidroxiantraceno-9,10-diona C14HBO3 8.0
25 | ZINc38g0344  |1,3-diaminoantraguinona 1,3-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.1
26 | ZINC38s1302  |1,2-diaminoantraquinona 1,2-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.2
27 | ZINC3884114  |2-(9,10-dioxoantracen-2-il)acetonitrilo 2-(9,10-diox0-9, 10-dlhidro-2-antracenil)-acetonitrilo C16HINO2 8.2
28 | ZINC389s044  |9.10-antracenodiona, 1-fluoro- 1-fluoroantraceno-9,10-diona C14HTFO2 84
29 | ZINC3896048  |2-fluoroantraguinona 2-fluoroantraceno-9,10-diona C14HTFO2 8.2
30 | Zzmc38oe7s2  |2-HIDROXIANTRAQUINONA 2-hidroxiantraceno-9,10-diona C14H803 82
31 | zmc3902902  |1.4-diaminoantraquinona 1,4-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.0
32 | zmcdossi117  |antraquinona-2-aldehido 9,10-dioxoantraceno-2-carbaldehido C15H803 8.0
33 | ZmNc4284416  |1.4-Dimefilantraquinona 1 4-dimefilantraceno-9 10-diona C16H1202 87
34 | zmcasqzeer |1.4-difluoroantraguinona 1,4-difluoroantraceno-9,10-diona C14HEF202 8.4
35 | ZINC4360390  |2-amino-T-mefilantraceno-9,10-diona 2-amino-7-metilantraceno-9,10-diona C15H11NO2 81
36 ZINC4522754  |1,6-diaminoantraquinona 1,6-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 80
37 ZINC4AT83164  |1-hidroxi-2-metilantraquinona 1-hidroxi-2-metilantraceno-9,10-diona C15H1003 80
38 | ZINc4783233  |1-mercaptoantraguinona 1-sulfanilantraceno-9,10-diona C14H802S 82
39 ZINC4824633 | 2,3-diaminoantraquinona 2,3-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.1
40 | zncs002812  |9,10-antracenodiona, 1-amino-4-metil- 1-amino-4-metilantraceno-9,10-diona C15H11NO2 83
41 | 2mNCs5224786 | 2-Amino-3-hidroxiantraquinona 2-amino-3-hidroxiantraceno-9,10-diona C14HINO3 82
42 ZINC5277130  |Paquibasina 1-hidroxi-3-metilantraceno-9, 10-diona C15H1003 81
43 | 2ZINCs551626 |2 3-dimetiideneantraceno-9,10-diona 2 3-dimetilideneantraceno-9, 10-diona C16H1002 81
44 | ZINC5699366  |1-metilantraquinona 1-metilantraceno-9,10-diona C15H1002 -85
45 | ZINC6576270  |Antraquinona-2-YL-hidrazina 2-hidrazinilantraceno-9,10-diona C14H10N202 81
46 | 2INC13481200 |Xantopurpurina 1,3-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 81
47 | ZINC14488654 |2-hidroxi-3-metilantraquinona 2-hidroxi-3-metilantraceno-9,10-diona C15H1003 8.1
48 | ZINC31483469 |2.7-diaminoantraquinona 2,7-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 77
49 | zINC38255067 |1-melil-2- hidroxi-antraquinona 2-hidroxi-1-metilantraceno-9,10-diona C15H1003 -85
50 | zINC39210010  |9.10-Dioxo-9,10-Dihidroantraceno-1-Carbonitrilo |9 10-dioxoantraceno-1-carbonitrilo C15H7TNO2 87
51 | 2zINC5343162  |1.2-dimetilantraquinona 1,2-dimetilantraceno-9,10-diona C16H1202 86
52 | zINC3860257 |1-Cloroantraquinona 1-cloroantraceno-9,10-diona C14H7CIO2 82
53 | 2zINC4538454  |2.3-dimetilantraquinona 2 3-dimetilantraceno-9,10-diona C16H1202 80
54 | 2Ncs212246  |1,3-dimetilantraquinona 1,3-dimetilantraceno-9,10-diona C16H1202 84
55 | ZINC31540076 |2-azidoantraquinona 2-azidoantraceno-9,10-diona C14H7N302 83
56 | zINC3861518  |Disperso azul 1 1,4,5,8-tetraaminoantraceno-9,10-diona C14H12N402 77
57 ZINC4712898  |1.4-diamino-9,10-dioxoantraceno-2-carboxamida  |carboxamida C15H11N303 82
58 | 2INC4411268  |Alizarina cianina 2R 1,2,4.5,8-pentahidroxiantraceno-9, 10-diona C14H807 78
Acido &(ammocgrbonll)—g.104110xt»9.1041|mdro—2- - : C16HONOS
59 ZINC45071490 |antracenocarboxilico acido 3-carbamoil-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico -8.0
60 | zNC3s75554  |Acido 1-antraguinonasulfonico acido 9,10-dioxoantraceno-1-sulfonico C14H805S 89
61 | zINC4734942  |1.4-diamino-5 8-dihidroxi-antraquinona 1,4-diamino-5,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H10N204 79
Acido [(9,10-diox0-9,10-dihidro-1-
62 | zINC5224793  |antracenil)aminojacético 4cido 2-[(9,10-dioxoantracen-1-iljaminojacético eI 8.2
1-hidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilato de
63 | ziNcat90787  |metio 1-hidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilato de metilo Glohaee 76
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o mcsEe aul disperso C1 3 ; i-(()ﬁ?idroxietiIamino}d-(metilamino)anlracenc»g.10- C1THIEN203 o
65 | ZINC4409858 |Disolvente rojo 222 1-(2-hidroxietilamino)antraceno-9,10-diona C16H13NO3 80
66 | ZINC22590433 |8-metilamida-5-metiinitrato- 9-10-dioxo antraceno  |g-metilamida-5-metilnitrato- 9-10-dioxo antraceno C15H8N205 8.7
1-{[(2R)-2,3-dihidroxipropifjaminojantraceno-9,10-
67 | 2Nc4044881 |giona 1-{[(2R)-2 3-dindrokpropilaminojantraceno-9,10-giona|C17H19N04 75
1-nitro-9,10-diox0-9,10-dihidroantraceno-2-
68 | ZNC4176%66 |carboramida 1-nitro-9,10-dioxoantraceno-2-carboxamida CI5HON205 83
69 | zNC3s323601 ;i:::mz TR 1-amino-2-{dimetiamino)-4-hidroxantraceno-9 10-giona | 161114203 74
70 | ZNC3824868  |Emodina 1,3 8-trihidroxi-6-metilantraceno-9,10-diona C15H1005 82
71 | ancsapesgp [HNeroN-4-meti-9-nirobenzolgleromen-2.0na g o4 metik9-nitrobenzolglcromen-2-ona C14HINOS 78
72 | ZINCT1784833 |1.2.5,7-fetrahidroxiantraquinona 1,2,5,7-etrahidroxiantraceno-9,10-diona C14H806 7
73 | ZINC4533438  |Nitrocresolamina 1,4-diamino-5-nitroantraceno-9,10-diona C14HON304 82
74 | ZNC4568282  [5-metoxiquinizarina 1,4-dihidroxi-5-metoxiantraceno-9,10-diona C15H1005 -84
75 | ZNC4016432  |1-amino-2-hidroximetilantraquinona 1-amino-2-(hidroximetil)antraceno-9,10-diona C15H11NO3 a7
1,4-dihidroxi-9,10-diox0-9,10-dihidroantracen-2-
76 | 2Nca746545 |inacido acético cido 2-(1 4-dihidroxi-9,10-iotoantracen-2-jacético  |° 1611006 79
77 | ZINC14814150 |6-Hidroxirrubiadina 1,3 6-trihidroxi-2-metilantraceno-9,10-diona C15H1005 5.0
78 | ZINC4023780  |1-hidroxi-2-carboxiantraquinona 4cido 1-hidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico C15H805 79
79 | 2INC3861633 [Purpurina 1,2, 4-trihidroxiantraceno-9,10-diona C14H805 50
80 | zNC3870461 |Antrapurpurina 1,2,7-trihidroxiantraceno-9,10-diona C14H805 8.0
81 | 2ZnC14760875 |Fisetina 2-(3 4-dihidroxifenil)-3,7-dihidroxicromen-4-ona C15H1006 a7
82 | ZINC4244932 |1-Piperazin-1-i-antraguinona 1-piperazina-1-ilantraceno-9,10-diona C18H16N202 87
83 | 2INc3s73gs  |1-amino-2-carboxiantraguinona 4cido 1-amino-9, 10-dioxoantraceno-2-carboxilico CASHINO4 79
80 | Zncaorsrs i -amino-tnidoianaqunona:2-carbario céacrig;i]‘-caominc»d-nidroxi-g‘10-dioxoamracenc»2- CIGHONGS o
1-{[(25)-2.3-dihidroxipropifjamino]antraceno-9,10- —
85 | ZINC404ds60  |diona 1-{[(25)-2,3-dinidroxipropiljamincjantraceno-9,10-diona 80
86 | znc3s74832  |Quinalizarina 1,2,5,8-efrahidroxiantraceno-9,10-diona C14HB06 78
87 | 2Nc3sTa125  |1.8-diaminocrisazina 1,8-diamino-4 5-dinidroxiantraceno-9,10-diona C14H10N204 78
88 | zmc3s73983  [4-aminoxantopurpurina 1-amino-2 4-dihidroxiantraceno-9,10-giona C14HINO4 79
89 | Zncas7sss2  |14.58-tetrahidroxiantraquinona 1,45 8-tetranidroxiantraceno-9,10-diona C14H806 17
90 ZINC3872206  |malditacantal 3-hidroxi-1-metoxi-9,10-dioxoantraceno-2-carbaldehido  |C16H1005 75
91 | 2ncastaes0  JAcido 2-antraquinonasulionico 4cido 9,10-dioxoantraceno-2-sulfénico C14H805S 79
97 | ZINC34214070 |4-amino-alizarina 4-amino-1,2-dihidroxiantraceno-9,10-giona C14HINO4 81
93 ZINC5812872  |Citreoroseina 1,3 8-trihidroxi-6-(hidroximetiljantraceno-9,10-diona C15H1006 78
94 | 2ZINC19505278 |Nitroquinizarina 1 4-dinidroxi-2-nitroantraceno-9,10-diona C14H7NOB 79
95 | ZINC4255762  |1-amino-4-nitro-antraquinona 1-amino-4-nitroantraceno-9,10-diona C14HBN204 45
96 | 2ZINC4098684 |Lucidina 1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)antraceno-9,10-diona C15H1005 17
97 | zNcaseasdo  [Acido antraguinona-2,3-dicarboxilico 4cido 9,10-dioxoantraceno-2 3-dicarboxilico C16H806 78
98 | zmcaoes7os  |Acido reico 4cido 4,5-dinidroxi-9, 10-dioxoantraceno-2-carboxilico  |C15H806 82
99 | znci7749195 |Aminonitroantraguinona 2-amino-1-nitroantraceno-9,10-diona C14HEN204 82
100| znc3ssoars  |Rojodispersod 1-amino-4-hidroxi-2-metoviantraceno-9, 10-diona C15H11NO4 78

Tabla 1: Antraquinonas seleccionadas para el estudio y su energia de unién con la enzima Glutamato

racemasa calculada por Autodock Vina.

Fuente: Autores
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Il 1.1 Andlisis de las estructuras de las antraquinonas con mejor energia de

unién con la enzima glutamato racemasa

Entre las 10 moléculas seleccionadas por tener el mejor acoplamiento molecular
con la enzima glutamato racemasa, presentan las siguientes caracteristicas:
iniciando con la primera estructura llamada &cido l-antraquinona sulfonico, se
puede observar en la posiciébn uno un grupo funcional sulfénico. La segunda
estructura llamada 1,4 metil antraquinona, presenta dos grupos funcionales metil en
la posicion 1 y 4, la estructura nimero 3 llamada 9,10-dihidroantraceno-1-
carbonitrilo se puede observar que el grupo funcional carbonitrilo se localiza en la
posicién 1 de dicha estructura. En el caso de la cuarta estructura llamada 8-
metilamida-5 nitro- 9,10-dioxo antraceno, la estructura ya presenta nuevos grupos

funcionales: en la posicion 8 el grupo amida, y en la posicion 5 el grupo nitro.

Sin embargo, en la quinta estructura llamada 1-piperazin-1-il-antraquinona, se
puede observar un grupo funcional en la posicion uno conformado por un anillo
piperazina. A continuacion, la sexta estructura llamada 1,2 dimetilantraquinona al
igual que las estructuras revisadas presenta grupos funcionales metil en las
posiciones uno y dos, de igual manera la séptima estructura llamada 1-
metilantraquinona se puede observar la presencia del grupo funcional metil en la
posicion 1. En el caso de la estructura ocho, llamada 1-metil-2- hidroxi-antraquinona
presenta grupos funcionales metil en la posicion uno e hidroxilo en la posicién dos,
la novena estructura llamada 1-amino-4-nitro-antraquinona como se refleja en su
nombre en la estructura en la posicion 1 se localiza el grupo funcional amino y en la
posicion 4 se encuentra la presencia de un grupo funcional nitro, para finalizar con
la descripcidn de cada estructura la Ultima estructura llamada 1-antracenodiazonio,
-9,10-dioxo- presenta un grupo funcional conformado por grupo diazo en la posicion
1.

Cabe recalcar que la semejanza de estas estructuras son los grupos funcionales y
las posiciones en donde se localizan, es decir la posicion uno es el sitio en donde
varios de estos grupos funcionales se unen en las moléculas con mayor afinidad por

la enzima. Ademas, la mayoria de estructuras presentan grupos funcionales metil,
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es el caso de las estructuras dos, cuatro, seis, siete y ocho, sin embargo, existen
otros grupos funcionales que llaman la atencion, tal es el caso del grupo funcional

sulfénico, carbonitrilo, nitrato y diazo.

1. Acido 1-antraquinonasulfénico 2. 1,4-Dimetilantraquinona
7 i
0 0= =0
0
0]
3. 9,10-Dihidroantraceno-1-Carbonitrilo 4. 8-metilamida-5 nitro- 9,10-dioxo
antraceno
I
0 C .
O%Z/O R
L
0 N o
% (=]
5. 1-Piperazin-1-il-antraquinona 6. 1,2-dimetilantraquinona
A
N 0
") ENj \\\ ‘ \k
0
o
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7. 1l-metilantraquinona 8. 1-metil-2- hidroxi-antraquinona

9. 1-amino-4-nitro-antraquinona 10. 1-antracenodiazonio,9,10-dioxo-

=4
<
=

o
-Z
+

Figura 3: Estructuras quimicas de las 10 moléculas con mayor energia de union con la enzima

glutamato racemasa.

Fuente: Autores

Por otra parte las 5 moléculas que presentan menor afinidad a la enzima glutamato
racemasa presentan las siguientes caracteristicas: la primera molécula llamada 2,6-
diaminoantraquinona en su estructura se encuentra dos grupos funcionales amino
en la posicion dos y seis, mientras que la segunda molécula llamada 1-hidroxi-9,10-
dioxoantraceno-2-carboxilato de metilo se puede observar que su estructura cuenta
con dos grupos funcionales, el primero localizado en la posicidon uno es un hidroxilo,
mientras que el segundo grupo funcional que se encuentra en la posicion es un

carboxilato.
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A continuacion, la molécula llamada 1-[[(2R)-2,3-dihidroxipropillamino]antraceno-
9,10-diona en cuya estructura se puede observar en las posiciones la presencia de
un grupo funcional hidroxi-propil amino, esta es la Unica entre esta serie de
moléculas que tiene este tipo de grupos funcionales. En el caso de la cuarta
molécula llamada 3-hidroxi-1-metil-9,10-dioxoantraceno-2-carbaldehido esta
estructura presenta en la posicion uno grupo funcional metil, en la posiciéon dos un
grupo carbaldehido y finalizando en la posicion 3 se encuentra el grupo funcional
hidroxilo.

Finalmente, la dltima molécula Illamada .1-amino-2-(dimetilamino)-4-
hidroxiantraceno-9,10-diona es la estructura que tiene grupos funcionales
diferentes, puesto que, como se puede observar en la posicion uno se encuentra un
grupo funcional amino, en la posicion dos se encuentra el grupo funcional
dimetilamino y por ultimo en la posicion cuatro, se encuentra el grupo funcional

hidroxilo.

96. 2,6-diaminoantraquinona 97.1-hidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilato
de metilo

98.1-[[(2R)-2,3-dihidroxipropil]amino]antraceno- 99.3-hidroxi-1-metil-9,10-dioxoantraceno-2-
9,10-diona carbaldehido
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100.1-amino-2-(dimetilamino)-4-

hidroxiantraceno-9,10-diona

Figura 4: Estructuras quimicas de las 5 moléculas con menor energia de unién con la enzima

glutamato racemasa.

Fuente: Autores.

[l 2.1.Andlisis de interacciones entre antraquinonas y la enzima glutamato

racemasa.

Se estudio y realizé el analisis de interaccion de las 10 mejores moléculas con la
enzima glutamato racemasa en donde se logré observar las interacciones entre
ligandos y aminoacidos del centro activo de la enzima y de los diferentes tipos de
interacciones que establecen. La primera molécula llamada &acido 1-
antraquinonasulfénico, en el carbono 1 formé 2 puentes de hidrégeno con los
aminoacidos ASN155 y TYR157. Ademas, también se observé una interaccién no
polar con TRP254.
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Tyr1S7A

Trp254A

Figura 5: l-antraquinonasulfonico, analisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con mayor energia

de union con glutamato racemasa.

Fuente: Autores.

La segunda molécula llamada 1,4-dimetilantraquinona, presenta enlaces no polares
entre el aminoacido LEU190 y TRP254.

Leﬂ[ﬂ\

11e250A

Figura 6: 1,4-dimetilantraquinona, andlisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con glutamato racemasa.

Cabrera Manuel — Sanchez Joyce 42



Universidad
Catodlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

Fuente: Autores.

La tercera molécula llamada 9,10-Dioxo-9,10-Dihidroantraceno-1-Carbonitrilo, tiene
enlaces no polares con TRP254.

lle250A

Leu190

O=

HN
Trp254A

Figura 7: 9,10-Diox0-9,10-Dihidroantraceno-1-Carbonitrilo, analisis de interaccién en 2 dimensiones,

molécula con mayor energia de unién con glutamato racemasa.

Fuente: Autores.

La cuarta molécula 3-(diazometil)-1,6,8-trihidroxiantraceno-9,10-diona, presenta un

puente de hidrégeno con el aminoacido TYR 157.

Tyr157TA

e250
GISIA

Figura 8: 3-(diazometil)-1,6,8-trihidroxiantraceno-9,10-diona, analisis de interaccion en 2

dimensiones, molécula con mayor energia de unién con glutamato racemasa.
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Fuente: Autores.

La quinta molécula llamada 1-Piperazin-1-il-antraquinona, no presenta puentes de
hidrégeno, pero se puede observar interacciones no polares que son favorables

para el acoplamiento molecular.

Y

W
>
b

Interactions
:] Cartion Mydrogen Bond D P9 T-shaped

- PSigme D Prady

Figura 9: 1-Piperazin-1-il-antraquinona, andlisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con
mayor energia de unién con glutamato racemasa.

Fuente: Autores.

La sexta molécula llamada 1,2-dimetilantraquinona, se puede observar una

interaccién no polar con el aminoacido TRP 254.

ThrigA

0 LA

o
TS
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Figura 10: 1,2-dimetilantraquinona, andlisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con glutamato racemasa.
Fuente: Autores.

En la séptima molécula llamada 1-metilantraquinona, se puede observar la formacién
de interacciones no polares con el aminoécido TRP 254 y puente de hidrogeno con
GLU 153.

HN 1

Gh153A

Figura 11 :1-metilantraquinona, analisis de interacciébn en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con glutamato racemasa.
Fuente: Autores.

La octava molécula llamada 1-metil-2- hidroxi-antraquinona, en su estructura se
puede observar enlaces no polares, es por ello que se forman dos puentes de
hidrogeno el primer puente de hidrégeno se encuentra conformado por el aminoacido
ILE 250, no obstante, el segundo puente de hidrégeno se presenta con el aminoacido

LEU 190.
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Trp254A

@

! Leu190A
': Trp254A

': YHA
:
\_/.nsm

He250A

Figura 12 :1-metil-2- hidroxi-antraquinona, analisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con

mayor energia de unién con glutamato racemasa.
Fuente: Autores.

La novena molécula llamada 1-amino-4-nitro-antraquinona, presenta puente de

hidrégeno con ASN 155 e interaccion no polar con TRP254.

Figura 13: 1-amino-4-nitro-antraquinona, andlisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con

mayor energia de unién con glutamato racemasa.

Fuente: Autores.
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La dltima molécula llamada 1-antraceno diazonio, 9,10-dihidro-9,10-dioxo, se

presenta una interaccion no polar con TRP254.

lle250A

Leu190A

HN

—

Trp254A
Figura 14 :1-antraceno diazonio, 9,10-dihidro-9,10-dioxo, andlisis de interaccién en 2 dimensiones,
molécula con mayor energia de unién con glutamato racemasa.

Fuente: Autores.

Una caracteristica recurrente en los modos de interaccion de las antraquinonas
mejor clasificadas con utilizando el programa Autodock Vina en lo sitio activo del
glutamato racemasa es la interaccion no polar con THR 254 e interacciones por

puentes de hidrogeno principalmente con ASN155.

[I1 3.1. Analisis de las estructuras de las antraquinonas con mejor energia

de unidn con la enzima mevalonato difosfato descarboxilasa
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CodigoZine - Nombre comin IUPAC »| Formula +|  Energiakcallmol -
1 IINC3824868  |Fmodina 3, 8-trihidroxi-6-metilantraceno-9,10-diona C15H1005 47
2 INCS277130 |1-metoxiantraguinona 1-metoxiantraceno-9,10-diona C15H1003 85
3| INC2590433  |3{diazometil)-1,6,8-trihidroxiantraceno-9,10-diona | 3-{diazometil}-1,6,8-trihidroxiantraceno-9, 10-diona (15H8N205 45
4| 7INCI4760875  |Omega-hidroxiemodina 1,3 8-trihidroxi-6-{hidroximetiljantraceno-9,10-diona C15H1006 85
5| IINC4098704  |dcidoreico acido 4, 5-dihidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico (15H806 45
6| IINC3860973  |Alizarina 1,2-dihidroxiantracena-9,10-diona (14H804 44
7| ZINCI3481200  |xantopurpurina 1,3-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 $4
8| IINC450714%0  [antracenocarboxlico acido 3-carbamoil-9, 10-dioxoantraceno-2-carboxlico C16HINOS $4
9|  IINCA409858  |Disolvente rojo 222 1{2-hidroxietilaminojantraceno-9,10-diona C16H13NO3 $4
10| ZINCT1784833 (1,25, 7-tetrahidroxiantraguinona 1,2,5,7-tetrahidroxiantraceno-9,10-diona (C14H806 84
1] INC3874832  |quinalizarina 1,5,8-tetrahidroxiantraceno-9,10-diona (14H806 34
12| 1INC3873983  |4-aminoxantopurpurina 1-amino-2 4-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14HINO4 -84
13| IINC34214070  |4-amino-alizarina 4-amino-1,2-dihidroxiantraceno-9, 10-diona (14HaNO4 44
14|  ZING3845301  [1-amino-3-metilantraceno-9,10-diona 1-amino-3-metilantraquinona (15H11NO2 $3
15| ZINC3881302  (1,2-diamincantraguinona 1,-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 43
16|  ZINC43603%0  |2-amino-7-metilantraceno-9,10-diona 2-amino-T-metilantraceno-9,10-diona C15H11NO2 43
7| IINC38255067  |Oxi-metil-antraquinona Lhidroxi-1-metilantraceno-9,10-diona (1541003 $3
18] ZINC39210010  |9,10-Dioxo-9,10-Dihidroantraceno-1-Carbonitrilo 9,10-dioxoantraceno-1-carbonitrilo C15H7ND2 83
19|  IINCA533438  |Nitrocresolamina 1 A-diamino-5-nitroantraceno-9, 10-diona C14HIN304 83
20|  ZINC3861633  |Purpurina 1,2 4trihidroxiantraceno-9,10-diona C14H805 43
21| ZINC3870461  |Antrapurpurina 1,2, 7-trihidroxiantraceno-9,10-diona C14H305 43
2| INCA007416  |Acido 1-amino-4-hidroxiantraguinona-2-carboxilico  |acido 1-amino-4-hidroxi-9, 10-dioxoantraceno-2-carboxilico|  C1SHINOS 43
23| INC38TS860  |Acido Z-antraquinonasulfénico acido 9,10-dioxoantraceno-2-sulfonico C14HBOSS 43
24| INC4s8I840  |Acido antraquinona-2,3-dicarboxilico 4cido 9,10-dioxoantraceno-2 3-dicarboxilico (16H306 43
25|  ZiNC3844116  [2,6-dimetilantraquinona 2 6-dimetilantraceno-9,10-diona (16H1202 82
26| ZIINC3B44118  |2,7-dimetilantraquinona 2,T-dimetilantraceno-9,10-diona (16H1202 4.2
21|  7INC3860444  |2-etilantraquinona D-etilantraceno-9,10-diona (16H1202 42
28|  IINC4343987  |14-difluoroantraquinona 1 4-difluoroantraceno-9,10-diona C14H6F202 4.2
20| INCAS2TS4  |16-diamino-antraquinona 1,6-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 4.2
0| N3 |1, 2dimetilantraquinona 1,2-dimetilantraceno-9,10-diona (1611202 42
| ZINC411268  [1,24)5,8-pentahidroxiantraceno-9,10-diona 1,2.4,5,8-pentahidroxiantraceno-9,10-diona C14H807 .2
32| INC4023780  |1-hidroxi-2-carboxiantraguinona atido 1-hidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico C15H305 $.2
33| IINC3873989  |acido 1-amino-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico acido 1-amino-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico CI5HINO4 8.2
34|  ZINC3896782  |beta-Hidroxiantraquinona hidroxiantraceno-9, 10-diona (144803 41
35|  ZNC408117  |2formilantraquinona 9,10-dioxoantraceno-2-carbaldehido C15H803 41
3| ZINCS1246  [1,3-dimetil-9,10-antraquinona 1,3-dimetilantraceno-9,10-diona (16H1202 $1
37| IINC31540076  |2-acidoantraquinona Z-acidoantraceno, 10-diona C14HTN302 81
38| ZIINCA568282  |S-metoxiquinizarina 14-dihidroxi-5-metoxiantraceno-9,10-diona (15H1005 41
30| IINCA746545  |acido acético dcido 2-{1,4-dihidroxi-9,10-dioxoantracen-2l}acético (1641006 81
40| IINC14814150  |6-Hidroxirrubiadina 1,3 b-trihidroxi-2-metilantraceno-9,10-diona C15H1005 4.1
41| 1INC4244932 | 1-Piperazin-L-il-antraquinona 1-piperazin-1-ylanthracene-9,10-diona C18H16N202 41
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2 ZINC3879125 |4, 5-diaminocrisacina 1,8-diamino-4,5-dihidroxiantraceno-9, 10-diona C14H10N204 41
43 INC5812872  |Omega-hidroxiemodina 1,3,8-trihidroxi-6-(hidroximetilJantraceno-9,10-diona C15H1006 4.1
44| 7INC19595278  |nitroguinizarina 1,4-dihidroxi-2-nitroantraceno-9,10-diona CI4HINOG 8.1
45|  7INC3845299  |Tectoquinona -metilantraceno-9,10-diona C15H1002 80
46 ZINC3850742  |Humo Rojo F 1,5-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.0
47| TNC38E0201  |Acido antraflavico 1 -dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 8.0
48 7INC3860369  |Crisazina 1,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H804 8.0
49 ZINC3861620  |Antraquinona-2-metanol 2{hidroximetil)antracenc-9,10-diona C15H1003 8.0
50|  ZINC3874034  |18-antraquinonildiamina 1,8-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 4.0
51|  7INC3875803  |Antrarufina 1,5-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H304 80
52 ZINC3875850 | 1-hidroxiantraguinona 1-hidroxiantraceno-9,10-diona C14H803 8.0
53|  IINC3884114 | 249,10-dioxoantracen-2-iljacetonitrilo 2-{9,10-dioxoantracen-2-iljacetonitrilo C16HINO2 8.0
54|  7INC3896044  |1fluoroantraquinona 1-fluoroantraceno-9,10-diona C14H7FO2 -3.0
55|  IINC4284416  |1,4-dimetil-antraguinona 1,4-dimetilantracenc-9,10-diona (16H1202 80
56 ZINC4783164  |Antraquinona, 1-hidroxi-2-metil- 1-hidroxi-2-metilantraceno-9,10-diona C15H1003 40
57|  ZINC5224786  |2-amino-3-oxiantraquinona 2-amino-3-hidroxiantraceno-9,10-diona C14HINO3 -3.0
58 IINC5551626 |2, 3-dimetilideneantraceno-9,10-diona 2,3-dimetilideneantraceno-9,10-diona (1641002 8.0
59|  ZINCS699366  |.alfa-Metilantraguinona 1-metilantraceno-9,10-diona C15H1002 80
60 ZINC6576270  |ANTRACQUINONA-2-YL-HIDRAZINA J-diazenylanthracene-9,10-diol C14H10N202 8.0
61 ZINC31483469  |ANTRAQUINONA, 2,7-DIAMINO 2,7-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 8.0
62|  ZINC3860257  |alfa-monocloroantraguinona 1-cloroantraceno-9,10-diona C14H7C102 80
B3|  ZINC4538454  |23-dimetil-antraquinona 1,3-dimetilantraceno-9,10-diona C16H1202 8.0
64|  7INC4712898  [1,4-diamino-9,10-dioxoantraceno-2-carboxamida 1,4-diamino-9,10-dioxoantraceno-2-carboxamida C15H11IN303 4.0
65| ZINC3875554  |1-sulfonato de antraquinona acido 9,10-dioxoantraceno-1-sulfénico (C14H805S 8.0
66| ZINC5224793  |dcido 2-{(9,10-dioxoantracen-1-iljamino]acético acido 2-{(9,10-dioxoantracen-1-iljaminojacético (16H11NO4 8.0
67| IINC4190787  |rubiawallinc 1-hidroxi-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilato de metilo C16H1005 80
68| ZINC4016432  |l-amino-2-(hidroximetil)antraceno-9,10-diona 1-amino-2-{hidroximetiljantracenc-9,10-diona C15H11NO3 4.0
69| ZINC17749195  |aminonitroantraquinona 2-amino-1-nitroantraceno-9,10-diona C14HBN204 8.0
70| ZINC38474%5  |Quinizarina 1,4-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H304 19
71 ZINC3850741 | Antraquinona, 1-amino- 1-aminoantraceno-9,10-diona (C14HONO2 19
72 7INC3861459  |Cloruro de antraquinona-1-diazonio 9, 10-dioxoantraceno-1-diazonio C14HTN202+ 74
73|  7INC3873990  |Naranja Duranol G 1-amino-2-metilantraceno-9,10-diona C15H1ING2 19
74|  TINC3874029  |Antraguinona, 2-amino 2-aminoantraceno-9,10-diona C14HINO2 19
75|  TINC3874039  |Anthraquinone,b-diamino- 2 b-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 79
76|  ZINC3875551  |Antraguinona, 1-metoxi- 1-metoxiantraceno-9,10-diona C15H1003 -19
17|  TINC3896048  |2fluoroantra-9,10-quinona 2fluoroantraceno-9,10-diona C14HTFO2 19
8 7INC5002812  |1-amino-4-metilantraceno-9,10-diona 1-amino-4-metilantraceno-9,10-diona C15H11IND2 19
79|  ZINC14488654  |2-hidroxi-3-metilantraceno-9,10-diona 2-hidroxi-3-metilantraceno-9,10-diona (15H1003 19
80| 7INC4734942  |1,4-diamino-5,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona 1,4-diamino-5,8-dihidroxiantraceno-9,10-diona C14H10N204 19
81 ZINC4176966 | 1-nitro-9,10-dioxoantraceno-2-carboxamida 1-nitro-9,10-dioxoantraceno-2-carboxamida C15HBN205 19
82| ZINC38TS542  |14,58-tetrahidroxiantraceno-9,10-diona 14,5 3-tetrahidroxiantraceno-9,10-diona C14HB06 -1.9
83| ZINC3872206  |malditacantal 3-hidroxi-1-metoxi-9,10-dioxoantraceno-2-carbaldehido (1641005 79
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84|  ZINCA098684  |Lucidina 1,3-dihidroxi-2-{hidroximetil)antraceno-9,10-diona (15H1005 -19
85| ZINC3861197  |beta-cloroantraquinona 2-cloroantraceno-9,10-diona C14H7C102 -18
8]  INCapugsy [T o oo oRPOpeTORIMSRETOAT Ty 0m ) 3 diichoxipropiljaminojantraceno9,10diona | CLTHISNOA 8
87|  ZINCS420592  |Antraquinona, 1-amino-d-nitro- 1-amino-4-nitroantraceno-9,10-diona (14H8N204 18
88|  ZINCA255762 {9, 1-amino-d-nitro- 1-amino-4-nitroantraceno-9,10-diona C14H8N204 -18
89|  ZINC3880376  |Dispersar rosa zh -amino-4-hidroxi-2-metoxiantraceno-9,10-diona C15HIINO4 -18
90| ZINC3847491  |antraceno-9,10-diona antraceno-9,10-diona (14H802 17
91|  ZINC3873991  |Celiton RosaR 1-{metilamino}antraceno-9,10-diona CI5H1INO2 11
92|  ZINC3880344  |1,3-diaminoantraceno-9,10-diona 1,3-diaminoantraceno-9,10-diona (14H10N202 17
93| ZINC3861518  |Acetato Azul G 1,4,5,8-tetraaminoantraceno-9,10-diona C14H12N402 7
94|  ZINC3860170  |rojo disperso 15 1-amino-4-hidroxiantraceno-9,10-diona C14HINO3 -16
95|  ZINC3902902  |Krisolamina 14-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 16
96| ZINC4783233  |1-mercaptoantraguinona L-sulfanilantraceno-9,10-diona (14H8025 -16
97| ZINCA824633  |2.3-diaminoantracenc-9,10-diona 2,3-diaminoantraceno-9,10-diona C14H10N202 15
98|  ZINC3861519  |azul de setacilo RF 1-{2-hidroxietilamino)-4-(metilamino)antraceno-9, 10-diona| C17H16N203 -15
99| ZIINC35323601  [1-amino-2-{dimetilamino)-4-hidroxiantraceno-9,10-dion| 1-amino-2-{dimetilamino)-4-hidroxiantraceno-9,10-diona | C16H14N203 -15
#|  TINC4044860  |1-[[(25)-2,3-dihidroxipropillamino]antraceno-9,10-dional1-[(25)-2,3-dihidroxipropillaminojantraceno-9,10-diona | C17HISNO4 15

Tabla 2: Antraquinonas seleccionadas para el estudio y su energia de unién con la enzima

Mevalonato difosfato descarboxilasa calculada por Autodock Vina.

Fuente: Autores

A continuacion, las siguientes 10 moléculas seleccionadas por tener el mejor
acoplamiento molecular con la enzima mevalonato difosfato descarboxilasa,
presentan las siguientes caracteristicas: la estructura 1,3,8-trihidroxi-6-
metilantraceno-9,10-diona presenta el grupo funcional hidroxilo en las posiciones
uno, tres y ocho, mientras que en la posicion 6 se puede apreciar el grupo funcional
llamado metilo. La segunda estructura llamada 1-hidroxi-3-metilantraquinona, en la
posicion uno se puede apreciar la presencia del grupo funcional hidroxilo y en la

posicion tres la presencia del grupo funcional metilo.

La tercera molécula llamada 8-metilamida-5-nitro- 9,10-dioxo antraceno en su
estructura consta de los siguientes grupos funcionales: en la posicidn cinco se
encuentra el grupo funcional nitro, en la posicion ocho se encuentran una amida que
involucra un grupo metilo. En el caso de la cuarta molécula llamada 1,3,8-trihidroxi-
6-(hidroximetil) antraceno-9,10-diona los grupos funcionales hidroxilos se
encuentran en las posiciones uno, tres y ocho, mientras que el grupo funcional
hidroximetil se encuentra en la posicion nimero 6. La quinta molécula llamada acido

1,8-dihidroxiantraquinona-3-carboxilico, al igual que la mayoria de moléculas que
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se harevisado en su estructura se puede apreciar que en las posiciones uno y ocho
se encuentran los grupos funcionales hidroxilos y en la posiciéon 3 el grupo
funcionales carboxilo. Sin embargo, la sexta molécula llamada 1,2-
dihidroxiantraceno-9,10-diona en su estructura presenta grupos funcionales
hidroxilo en las posiciones uno y dos, respectivamente. La séptima molécula como
se puede ver en su estructura los grupos funcionales hidroxilos se encuentran

localizados en las posiciones uno y tres respectivamente.

La octava estructura llamada acido 3-carbamoil-9,10-dioxoantraceno-2-carboxilico
Su estructura presenta un carbamoilo en la posicion nimero 3 y en su posicion 2
presenta un grupo funcional carboxilo. La novena molécula 1-(2-hidroxietilamino)
antraceno-9,10-diona en la posicion nimero 1 se encuentra un grupo amino y a éste
se une un grupo hidroxietilo. Finalmente, la ultima estructura llamada 1,2,5,7-
tetrahidroxiantraquinona podemos observar varios grupos hidroxilos ubicados en las

posiciones uno, dos, cinco y siete.

Cabe recalcar que las similitud entre estas moléculas sobresalen que la nimero uno
(1,3,8-trihidroxi-6-metilantraceno-9,10-diona), dos (1-hidroxi-3-metilantraquinona),
5 (Acido 1,8-dihidroxiantraquinona-3-carboxilico), 7 (1,3-dihidroxiantraceno-9,10-
diona), presentan grupos funcionales en las posiciones uno y tres respectivamente.
Las estructuras 4 (1,3,8-trihidroxi-6-(hidroximetil) antraceno-9,10-diona) y 6(1,2-
dihidroxiantraceno-9,10-diona) presentan grupos funcionales hidroxilos en las
posiciones uno y dos. Cabe recalcar que todas las estructuras poseen grupos

funcionales ya sean grupos hidroxilo o0 amino en la posicion numero uno.
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1. 1,3,8-trihidroxi-6-metilantraceno- 2. 1-hidroxi-3-metilantraquinona
9,10-diona
Ho 0 O'H
0 O'H
o F
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0
3. 8-metilamida-5-nitro- 9,10-dioxo 4. 1,3,8-trihidroxi-6-(hidroximetil)
antraceno antraceno-9,10-diona
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6. 1,2-dihidroxiantraceno-9,10-diona
5. Acido 1,8-dihidroxiantraquinona-3-
carboxilico
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7. 1,3-dihidroxiantraceno-9,10-diona 8. é&cido 3-carbamoil-9,10-

dioxoantraceno-2-carboxilico
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9. 1-(2-hidroxietilamino) antraceno- 10. 1,2,5,7-tetrahidroxiantraquinona
9,10-diona
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0
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0
0

Figura 15: Estructuras quimicas de las 10 moléculas con mayor energia de unién con la enzima

mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.

Sin embargo, las Ultimas cinco moléculas clasificadas (moléculas con menor
afinidad por la enzima) se encuentran nuevas interacciones que no son tan
favorables para el acoplamiento molecular. Se observo que estas cinco estructuras
poseen grupos funcionales unidos al carbono nimero uno. La estructura nimero 96
presenta un grupo funcional tiol en esta posicion. La molécula nimero 97 presenta
dos grupos funcionales aminos en las posiciones 2 y 3. La estructura 98 presenta
un grupo funcional amino y de este se desprende un grupo hidroxietilo. La estructura
99 posee un amino en el carbono uno y dimetilamino en el nimero dos, mientras
gue en el cuarto presenta un grupo funcional hidroxilo. Finalmente, la estructura

namero 100 presenta un amino al que se une un 2,3-dihidroxipropilo.
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96. 1-mercaptoantraquinona

97.

2,3-diaminoantraceno-9,10-diona

98.1-(2-hidroxietilamino)-4-(metilamino) antraceno-
9,10-diona

99. 1-amino-2-(dimetilamino)-4-hidroxiantraceno-
9,10-diona

OH

I
e et

100. 1-[[(2S)-2,3-dihidroxipropillamino]antraceno-

9,10-dion

Figura 16: Estructuras quimicas de las cinco moléculas con menor energia de unién con la enzima

mevalonato difosfato descarboxilasa.
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Fuente: Autores.

lll 4.1. Analisis de interacciones entre antraquinonas y la enzima mevalonato

difosfato descarboxilasa

Adicionalmente, se realiz6 el andlisis de interaccibn de las 10 mejores
antraquinonas con la enzima mevalonato descarboxilasa para identificar las

interacciones entre aminodacidos del centro activo de la enzima y estos ligandos.

La primera molécula llamada Emodina, presenta puentes de hidrégeno con
ARG144, ALA108 y ALA105.

Argl4ah =3

i T,/ a08A

Figura 17: Emodina, analisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con mayor energia de union

con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.
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La segunda molécula llamada 1l-metoxiantraquinona, presenta dos puentes de
hidrégenos, con SER94 y ASN96. Ademas, se observa también una interaccion no
polar con PHESS.

PhessA

PheS8A

Figura 18: 1-metoxiantraquinona, analisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con mevalonato difosfato descarboxilasa.
Fuente: Autores.

En el caso de la cuarta molécula llamada Omega-hidroxiemodina, se puede
observar que existen multiples interacciones. Los puentes de hidrogeno fueron
establecidos entre los aminoacidos THR45, SER94 y ASN96. Sin embargo, existe

también la presencia de un enlace no polar con PHESS.

Ser94A

PheSgA
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Figura 19: Omega-hidroxiemodina, andlisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.

La quinta molécula, llamada &cido reico, presenta puentes de hidrogeno entre el
aminoécido THR45, ASN96 SER106 y una interaccion no polar con la PHESS.

ThrdSA

Figura 20: &cido reico, andlisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con mayor energia de

unién con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.
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La siguiente molécula llamada Alizarina, se pudo observar que en esta molécula
presentainteracciones por puentes de hidrégeno con SER94 y ASN96, e interaccion

no polar con PHES8.

PheS8A

Figura 21: Alizarina, andlisis de interaccién en 2 dimensiones, molécula con mayor energia de union

con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.

Continuando con la séptima molécula, llamada Xantopurpurina, se puede observar
gue presenta puentes de hidrogeno ALA105, SER107, ALA108 y con SER186.

,--H-O\
0==0 """ Ser186A
HO O o=

<l Ala108A

H Ser107A
R— 0

£
Ala105A

Figura 22: Xantopurpurina, andlisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con mayor energia

de unién con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.
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Esta molécula llamada antracenocarboxilico, se puede observar puentes de
hidrégeno con el aminoacido THR11, ALA14 y SER107.

Alal4a
=

F

Thriia

Ser107A

Ser186A

Figura 23: Antracenocarboxilico, andlisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.

En el caso del noveno compuesto llamado Disolvente rojo 222, presenta un enlace
no polar con PHE 58, y puentes de hidrogeno con GLN69, LYS68, LYS72 y ASN96.

4]

PhesaA H.,

Leuta

N S
j1008] -
| | &
PheseA | | -0 R
\ I S~
Gly1104 0 _,H'N\/\Q’H
.'.

GlnboA -
-

o

R
NN

.

R H
]
Lys72A __.~N ~R

04‘/ R

Figura 24: Disolvente rojo 222, andlisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con mayor

energia de unién con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.
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El décimo compuesto denominado 1,2,5,7-tetrahidroxiantraquinona, presenta
puentes de hidrégenos con GLU30 y ASN184.

HN—R

Glu305A
S\
// R

Asn184A

0= Hemseemesenss 0=
HN

Figura 25: 1,2,5,7-tetrahidroxiantraquinona, analisis de interaccion en 2 dimensiones, molécula con

mayor energia de unidon con mevalonato difosfato descarboxilasa.

Fuente: Autores.

Las interacciones mas repetitivas entre el grupo de las 10 antraquinonas mejor
raqueadas con el sitio activo de mevalonato descarboxilasa fueron las no polares
con PHES58 y los puentes de hidrogeno con SER94 y ASN96.

Interesantemente, entre las antraquinonas mejor clasificadas como potenciales
inhibidores de las dos enzimas que han sido objetivo en este estudio no se
encuentra ninguna de las antraquinonas que previamente han reportado efecto
antibacteriano. De hecho, de la busqueda bibliogréafica realizada se desprende que
las moléculas con mayor energia de unién que hemos identificado no han sido
reportadas como antibacterianas, por este motivo se abre la posibilidad de que éstas
sean potenciales agentes antibacterianos y amerita que se realicen futuros

experimentos con ellas.
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IV. CONCLUSIONES

e En el presente trabajo se evalué la afinidad de 100 antraquinonas por dos
potenciales dianas presentes en E. faecalis como son las enzimas glutamato
racemasa y mevalonato difosfato descarboxilasa.

e Se establecié de forma comparativa las caracteristicas estructurales de las
antraquinonas que favorecen su afinidad por el glutamato racemasa y
mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis, concluyendo que las
mejores 10 antraquinonas presentaron caracteristicas tales como: energias
en un rango de -8,9 a -8,4 Kcal/mol, a su vez también, los grupos funcionales
metil, sitio en donde el acoplamiento molecular junto a estas enzimas, fue de
manera favorable, ahora bien, también es conocido por la literatura en toda
antraguinona se encuentran grupos cetonas en las posiciones 9y 10 de cada
estructura.

e Sin embargo, se evalué también de forma comparativa las caracteristicas
estructurales de las antraquinonas que no favorecen su afinidad por el
glutamato racemasa y mevalonato difosfato descarboxilasa de E. faecalis,
concluyendo que las cinco antraquinonas desfavorables para esta
investigacion presentaron grupos funcionales hidroxi, sitio en donde el
acoplamiento molecular junto a estas enzimas, fue de manera desfavorable.

e En conclusion, consideramos que este trabajo representa, hasta donde
conocemos, el primer estudio que ha empleado este abordaje computacién
para evaluar la capacidad de estas moléculas de actuar como inhibidores de
estas enzimas. Nuestros resultados muestran nuevas estructuras de
antraquinonas que no han sido previamente reportadas en trabajos in vitro y
gue constituyen un punto de partida para nuevas investigaciones que

busquen moléculas prometedoras con potencial actividad antibacteriana.
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IV.1. RECOMENDACIONES

De acuerdo con las conclusiones precedentes, a continuacion, se presentan las

recomendaciones derivadas del desarrollo del estudio.

= El estudio utilizando las mismas enzimas del presente trabajo deberia ser
ampliado con diferentes especies de bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

= En trabajos futuros se podria evaluar el efecto de los compuestos mejor
clasificados en ensayos in vitro sobre la especie estudiada.

= Adicionalmente, se deberia probar un mayor nimero de antraguinonas en
ensayos futuros con otras enzimas y comparar con las enzimas del presente

estudio.
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ABREVIATURAS

°C: Grados centigrados

ADN: Acido desoxirribonucleico
ALA: Alanina

ARG: Arginina

AS: Sustancia agregada

ASN: Asparagina

CDC: centro para control y prevencion de enfermedades
E. faecalis: Enterococcus faecalis

E. faecium: Enterococcus faecium

ECA: Enzima convertidora de angiotensina

EFIE: Endocarditis infecciosa por E. faecalis

ERV: Enterococo resistente a la vancomicina

ESP: Proteina de superficie enterococica

g/dia: Gramo por dia
GLN: Glutamina
GLU: Acido glutamico
ILE: Isoleucina

LEU: Leucina

LYS: Lisina

mg/l: Miligramo por litro
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mg/ml: Miligramo por mililitro

NaCl: Cloruro de sodio

OMS: Organizacion de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud
PBP: Proteinas fijadoras penicilina

PCR: Reaccién cadena de la polimerasa
PHE: Fenilalanina

PMNs: Polimorfonucleares
PRP: Proteina rica en prolina
RAN: Recuento absoluto de neutrofilos

rARN: Acido ribonucleico ribosémico
SER: Serina

THR: Treonina

TRP: Triptéfano

TYR: Tirosina

UCI: Unidad de cuidados intensivos

ug/ml: Microgramo por mililitro
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