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RESUMEN
En la actualidad los factores de virulencia de Escherichia coli, causantes de la
resistencia a los antibiéticos son un grave problema de salud a nivel mundial. Es
por ello que se buscan nuevas alternativas terapéuticas, investigando con
programas computacionales, moléculas que puedan ayudar al desarrollo de

farmacos.

Objetivo: El objetivo de esta investigacién fue evaluar mediante ensayos in
silicos la capacidad inhibitoria de catequinas vegetales frente a la enzima beta-

lactamasa TEM-1 de Escherichia coli.

Materiales y métodos: La metodologia aplicada fue un estudio experimental in
silicoque partié de un enfoque cuantitativo, se evaluaron las energias de union,
el andlisis de interaccion y las propiedades ADME de 44 catequinas
seleccionadas con la enzima beta-lactamasa TEM-1 de Escherichia coli.

Resultados: Los resultados obtenidos demostraron que las catequinas,
especialmente las que se encuentras esterificadas al acido galico efectivamente
inhiben a la enzima TEM-1. Los estudios de acoplamiento molecular de las
catequinas en la enzima TEM-1 de Escherichia coli presentaron energias de
enlaces favorables, como son las cinco mejores moléculas con energias de -8.7

a 7.9 kcal/mol.

Ademas, en el analisis de interaccion entre las cinco mejores catequinas y la
enzima TEM-1 se observaron interacciones y enlaces favorables con los
aminoéacidos del centro activo. Asi como también, dichas moléculas arrojaron
resultados positivos en la prediccion de las propiedades ADME, existiendo la
probabilidad que puedan convertirse en farmacos. De esta manera, las
catequinas tienen afinidad e inhiben dicha enzima.

Palabras clave: TEM-1, Escherichia coli, in silico, catequinas, betalactamasa,
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ABSTRACT

Currently, the virulence factors of Escherichia coli, which cause antibiotic resistance,
are a severe health problem worldwide. That is why new therapeutic alternatives are
being sought through the research with computer programs into molecules that can

help develop drugs

Objective: The objective of this research was to evaluate by in silicoexperiments the
inhibitory capacity of plant catechins against the TEM-1 B-lactamase enzyme of

Escherichia coli.

Materials and methods: The methodology applied was an in silico experimental
study based on a quantitative approach. The binding energies, interaction analysis,
and ADME properties of 44 selected catechins were evaluated with the TEM-1 B-

lactamase enzyme from Escherichia coli.

Results: The results showed that catechins, especially those esterified to gallic acid,
effectively inhibit the TEM-1 enzyme. Molecular docking studies of catechins in the
Escherichia coli TEM-1 enzyme presented favorable binding energies, such as the
top five molecules with energies from -8.7 to 7.9 kcal/mol.

Furthermore, in the interaction analysis between the top five catechins and the TEM-
1 enzyme, favorable interactions and binding with the amino acids of the active
center were observed. Also, these molecules showed positive results in predicting
ADME properties, with the probability that they could become drugs. Thus, catechins

have an affinity for and inhibit this enzyme.

Keywords: TEM-1, Escherichia coli, in silico, catechins, B-lactamase
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INTRODUCCION

En la dltima década, los factores de virulencia de las bacterias causan la
resistencia a los antibi6ticos que tienen las bacterias incluidas E. coli constituyen las
principales causas de diferentes enfermedades, morbilidades, mortalidades y

discapacidad a nivel mundial.

El principal patotipo causante de infecciones urinarias es E. coli uropatégena,
dafia el tracto urinario provocando bacteriuria asintomatica, cistitis o pielonefritis.
Por otra parte E. coli enteropatbgena es el serotipo, causante de infecciones

gastrointestinales manifestandose principalmente con diarrea.

Asi mismo, los medicamentos utilizados para el tratamiento de estas
infecciones, tales como los inhibidores de las betalactamasas (acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam) o los antibidticos betalactdmicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos); aminoglucésidos, quinolonas,
macrolidos pueden presentar resultados negativos asociados a su administracion.
A pesar de que la mayoria de antibioticos son de facil acceso en los paises
subdesarrollados, existen personas que no tienen recursos econdémicos suficientes
para su tratamiento y por ende corren el riesgo de sufrir complicaciones por esta
bacteria. Sin embargo, la utilizacién de las plantas medicinales se presenta como
una alternativa de menor costo y mayor accesibilidad para el tratamiento de diversas
enfermedades, pero es de vital importancia validar la actividad terapéutica de dichas

plantas.

El presente estudio se basé en analizar las estructuras de las catequinas
(Cassia catechu) debido a que son un grupo de fitoquimicos reconocidos por tener
una actividad antioxidante, anticancerigena, anti artriticas, antiinflamatorias,
antiagregantes, inmunoestimulantes, hepatoprotectoras, antibacterianas vy
antifingicas. En diferentes literaturas se han encontrado varios estudios de las
catequinas tanto in vitro como in vivo sobre su actividad para inhibir a E. coli. En la
actualidad no existen estudios in silicos que evallUen la actividad de las catequinas

como inhibidores de la enzima beta-lactamasa TEM-1 de E. Coli. Es por eso que la

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 1
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incorporacion de programas computacionales en el estudio de las estructuras de las
catequinas presenta diversas ventajas al ser una herramienta predictiva, de facil
acceso y rentable que genera informacién valiosa para el desarrollo de nuevos

farmacos.

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo realizar un analisis in
silico de las catequinas para observar si logran inhibir a la beta lactamasa TEM-1
de E. coli. Pudiendo presentar mejores propiedades fisicoquimicas y farmacolégicas
y de esta manera generar informacién valiosa para el desarrollo de nuevos

farmacos.

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 2
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1.1 PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Escherichia coli (E. coli) es a nivel mundial uno de los agentes causales mas
frecuentes de infecciones de vias urinarias y gastrointestinales. Por su prevalencia
y capacidad de generar resistencia a los distintos antimicrobianos, algunos
serotipos de esta bacteria son una potencial amenaza para la salud de las personas.
De hecho, las infecciones por esta bacteria son un problema a nivel mundial debido
a que dia a dia aumentan las tasas de morbilidad y mortalidad, principalmente en

nifios menores de 5 afios y en adultos con sistemas inmunitarios debilitados (1).

Algunas cepas de E. coli, han desarrollado resistencia a los diferentes
antibioticos utilizados para su tratamiento, especialmente a los betalactamicos como
penicilinas; cefalosporinas; carbapenémicos y monobactamicos. Por otra parte, las
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), son enzimas producidas por bacilos
gram-negativos, fundamentalmente enterobacterias, con mas frecuencia por E. coli.
Estas enzimas hidrolizan el anillo betalactdmico, de modo que el antibiético no
puede ejercer su accion. Es asi cdmo son capaces de inactivar a los antibiéticos
usados para su tratamiento. Las cepas productoras de BLEE son resistentes a los
betalactamicos, ademas los plasmidos que codifican las BLEE portan genes de
resistencia a otros antibacterianos como aminoglucosidos, tetraciclinas y
cotrimoxazol. Es por lo que el fendmeno de resistencia cruzada es muy frecuente,
y el tratamiento de las infecciones producidas por estas cepas tienen mayor
dificultad (22).

Los inhibidores de las beta-lactamasas como el acido clavulanico, sulbactam
y tazobactam, cumplen un papel importante en la terapéutica al ser moléculas con
una afinidad elevada frente a estas beta-lactamasas, a las que se une
irreversiblemente, evitando asi la inactivacion del antibiotico betalactamico. A pesar
de esta eficacia, el descubrimiento y desarrollo de nuevos inhibidores podria
colaborar a tratar infecciones por bacterias resistentes a betalactamicos ante el

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 4
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potencial riesgo de que algunas cepas puedan también generar betalactamasas
insensibles al efecto de estos inhibidores (31).

1.2 JUSTIFICACION

Los inhibidores de las beta-lactamasas como el &cido clavulanico, el
tazobactam y el sulbactam, actuan inhibiendo a muchas de las enzimas beta-
lactamasas bacterianas. Poseen escasa actividad antibacteriana, pero tienen una
potente inhibicidbn sobre las enzimas de las penicilinas que pueden hidrolizar
amoxicilina, ticarcilina, ampicilina, piperacilina, haciendo en muchas ocasiones que
éstos recuperen su eficacia frente a bacterias que se habian vuelto resistentes a
ellas (31, 32).

Se conoce que los polifenoles como las catequinas presentan propiedades:
antioxidantes; antimicéticas, antibacterianas, antifangicas y preventivas de
patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones, entre otros. De hecho, estudios sobre
la actividad antibacteriana han demostrado que la planta del té (Camellia sinensis)
presenta efectos antimicrobianos contra diversas bacterias patégenas, incluida E.
coli, inhibiendo el crecimiento de esta bacteria por sus componentes polis fenélicos
entre los que se encuentran varias catequinas. Adicionalmente, se ha visto que la
combinacion de ampicilina/sulbactam y galato de epigalocatequina (EGCg), puede
ser eficaz en infecciones por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).
El desarrollo de varios softwares de acoplamiento molecular ha contribuido de
manera significativa para la busqueda de nuevos farmacos. El acoplamiento
molecular es una técnica computacional clave en la busqueda de nuevos farmacos.
Este método permite la evaluacion de las conformaciones, asi como de la afinidad
de ligandos por el sitio catalitico de una enzima. En los programas de acoplamiento,
los algoritmos de busqueda analizan y generan las poses del ligando en el sitio de
union de la diana y las funciones de scoring predicen la energia de afinidad del

ligando por esta enzima, resultados que permiten clasificar las conformaciones y

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 5
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seleccionar los ligandos con mayor probabilidad de interactuar eficientemente con

la enzima en cuestion (37,38).

Tomando en consideracion estos antecedentes, en la presente investigacion
se usO un enfoque computacional empleando acoplamiento molecular para la
evaluacion y seleccion de las catequinas vegetales mas prometedoras que podrian
constituir inhibidores de la enzima beta-lactamasa TEM - 1 de E. coli, estudios que
hasta el momento no han sido reportados en la literatura cientifica. Ademas, se
realizara la prediccion de algunas propiedades farmacocinéticas de las catequinas
seleccionadas, analisis que complementaran una vision preliminar de su potencial

aplicacion en terapéutica (47).

Los resultados de esta investigacion pretenden ser fuente de consulta para
otros investigadores interesados en realizar estudios in vitro e in vivo para la
busqueda y desarrollo de nuevos inhibidores de beta-lactamasas, como la enzima
TEM-1 de E. coli.

1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA

¢,Cudles estructuras de las diferentes catequinas incluidas en este estudio poseen

mayor potencial para inhibir la enzima beta-lactamasa TEM-1 de E. coli?

1.2.2.- HIPOTESIS

Catequinas de origen vegetal tienen la capacidad de inhibir con altas energias de

unién a la enzima TEM-1 de E. coli.
[.3.- OBJETIVOS

[.3.1.-Objetivo General

Evaluar in silico la capacidad inhibitoria de catequinas vegetales frente a la enzima

beta-lactamasa TEM-1 de Escherichia coli.

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 6
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[.3.2.-Objetivos Especificos

v’ Evaluar por acoplamiento molecular la afinidad de catequinas naturales por

la enzima TEM-1 de Escherichia coli.

v'Describir las principales interacciones entre la enzima TEM-1 y las

catequinas con mayor afinidad.

v'Predecir la absorcion, distribucién, metabolismo y eliminaciéon de las

catequinas con mayor afinidad por la enzima TEM-1.

l.4.- MARCO TEORICO

[.4.1.- Antecedentes:

Gracias a la globalizacién hoy en dia existe la posibilidad de modelizar los
fendmenos naturales por la velocidad con la que se pueden resolver dichos
fendmenos con la ayuda de la computacion. El avance de la ciencia ha permitido
interaccionar la ingenieria con las ciencias biologicas y la informatica, ayudando asi
a resolver y crear modelos matematicos que permiten llevar a una computadora un
determinado fendbmeno. El uso de tecnologias in silico se ha propagado en distintas
ramas de la ciencia como son la biologia y quimica para referirse a analisis,
experimentos, simulaciones o modelizaciones que se llevan a cabo por medio de un

ordenador a través de predicciones computacionales y algoritmos de simulacion (1).

Estos modelos matematicos computacionales son una gran herramienta con
la que se puede ahorrar tiempo ya que dan resultados previos a su experimentacion,
permiten simular circunstancias reales, cambiando las estimaciones de las variables

implicadas en un amplio rango de valores y compararlos con los valores reales (2).

Los modelos in silicos por medio de programas computacionales ayudan a
descubrir nuevos medicamentos, lo que conlleva a disminuir los costos de los
trabajos experimentales, mediante la aplicacion de la bioinformatica y la
bioestadistica, incluso se ha planteado reemplazar dichos experimentos por los

realizados con animales y humanos (3).

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 7
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La resistencia a los antibiéticos por parte de las bacterias, en especial de E.
coli es un problema de salud a nivel mundial en especial por distintos farmacos
como: ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y &cido
nalidixico, esto repercute dificultando la eficacia del tratamiento médico cuando es

requerido.

En un estudio realizado en Huesca, Espafa, denominado “Resistencia
antibiotica de E. coli en infecciones urinarias nosocomiales y adquiridas en la
comunidad del Sector Sanitario de Huesca 2016-2018”, E. coli fue la bacteria aislada
mas frecuente, presentando maximos niveles de resistencia en los antibibticos:
trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina y amoxicilina, que fueron administrados

por la cavidad oral e indicados en infecciones urinarias no complicadas (4).

Otra investigacion realizada en Ecuador, denominado “Evolucion de la
Resistencia a los antibidticos en una zona rural de Ecuador”, en donde se analizé la
resistencia a antibioticos en pacientes que se encuentran aislados por una infeccion
bacteriana en dos hospitales de la zona rural de Ecuador desde el afio 2017 hasta
el afio 2018.

Se estudiaron 907 cultivos de bacterias, obteniendo 482 aislamientos de E.
coli. De éstos, 92.5% mostraron resistencia al menos a un antibiético. Los mas altos
indices de resistencia obtenidos fueron a ampicilina, ampicilina/sulbactam,

amoxicilina/acido clavulanico, doxiciclina, y tetraciclina (5).

Debido a esto, ha surgido la aplicacion de modelos computacionales para la
busqueda de nuevos farmacos, siendo una herramienta que permite la investigacion
de nuevos tratamientos para infecciones bacterianas que cada vez se tornan mas

resistentes a los antibioticos convencionales.

Por otra parte, en un estudio realizado en Reino Unido, denominado
“Identificacion in silico de los objetivos de la vacuna para 2019-nCoV”, mediante
ensayos in silico en una base de datos seleccionada de péptidos inmunogénicos

virales, se identificé una lista de péptidos inmunogénicos que pueden usarse como

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 8
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objetivos potenciales para el desarrollo de la vacuna contra el SARS-CoV 2,
ayudando de esta manera a acelerar el proceso de desarrollo de una vacuna (6).

Ademas, en un estudio realizado en Nuevo Ledn, México, denominado,
“Compuestos fenolicos en germinados de haba (Vicia faba L.) y su efecto anti
adipogénico in silico”, se determiné el grado de adipogenicidad de sustancias
fendlicas, usando docking molecular, lo que permitio identificar la energia de unién
con el receptor PPARYy, obteniendo como resultado que el acido cafeico, miricetina,
catequina y luteolina con valores de -7.8, -7.7, -7.7 y -7.6 Kcal/mol tienen la mayor

energia de union hacia el receptor (7).

En otro estudio realizado en Cuba denominado, “Evaluacion in silico del
efecto de compuestos fendlicos de Pleurotus ostreatus sobre la enzima 5-
lipoxigenasa (5- LOX)”, se obtuvo que los compuestos fendlicos entre ellos la
catequina presentaron una afinidad favorable hacia la enzima, para el acoplamiento
se uso el programa Autodock 4.2 y la estructura de la enzima se descargé de la

base de datos de proteinas, Protein Data Bank (8).

En otro estudio que se llevo a cabo en Guatemala, denominado, “Evaluacion
in silico de los polifenoles de la rosa de Jamaica (Hibiscos sabdariffa L.) y disefio de
derivados como inhibidores de la enzima HMG Co-A reductasa.”, los resultados
indicaron que el minimo de energia de union determinado, indic6 que la enzima
HMG Co-A reductasa tuvo interacciones moleculares en el sitio activo exitosas
debido a que se presentaron bajas energias de enlace. Por lo tanto, los polifenoles
de la rosa de Jamaica y las moléculas con modificaciones estructurales mostraron

uniones favorables al sitio activo de la enzima.

Los estudios de interaccion molecular de los polifenoles de la rosa de
Jamaica en la enzima HMG CoA-reductasa presentaron energias de enlace
favorables como son energias de -8.3 a -9.3 kcal/mol. De esta forma, podrian inhibir

dicha enzima logrando disminuir los niveles de colesterol en sangre (9).

Finalmente, en base a todos los estudios, investigaciones y evidencia previa
de la efectividad de los compuestos fendlicos, este estudio se enfocé en la
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evaluacion de 44 catequinas como inhibidores de la beta-lactamasa TEM-1 de E.
coli. Siendo el primer estudio hasta donde se conoce que analice estos compuestos

sobre esta diana terapédutica.
[.4.2.- Marco referencial
Escherichia coli (E. coli)

Es uno de los microorganismos mas estudiados a nivel mundial, pertenece a
la familia Enterobacteriaceae, su nicho ecoldgico natural es el intestino grueso,
especialmente en el ciego y colon, formando parte de la microbiota normal del
intestino y es junto con otros microorganismos esencial para el proceso digestivo,
participando ademas en la formacion de algunas vitaminas como la B y K. Sin
embargo, algunos patotipos pueden ser los agentes etiolégicos de diversos
trastornos gastrointestinales graves, especialmente en nifios y puede producir

infecciones de vias urinarias, respiratorias y meningitis.
Las Enterobacterias tienen tres antigenos relevantes en su estructura:

- Antigeno O: constituye la parte mas extensa del lipopolisacarido de la pared
celular, resisten al calor y al alcohol. En la bacteria E. coli este antigeno se
manifiesta en diarrea e infecciones del tracto urinario.

- Antigeno K: esta presente solo en algunas bacterias capsuladas como E.
coli y Klebsiella pneumoniae, algunos son polisacaridos que se adhieren a
las células epiteliales antes de que invadan al tracto gastrointestinal o
urogenital

- Antigeno H: es proteico, esta situado en los flagelos, es especifico de esta

especie y esta presente solo en las especies méviles (10, 11).

E. coli como una bacteria gram negativa consta de tres elementos: la
membrana citoplasmética, la membrana externa y, entre ambas, un espacio
periplasmico constituido por péptido-glucano. Esta ultima estructura confiere a la
bacteria su forma vy rigidez, y le permite resistir presiones osméticas ambientales

relativamente elevadas.
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E. coli es un bacilo flagelado, no esporulado, corto y grueso de 1 a 4 micras
de largo por 0,4 a 0,8 micras de ancho, es mdvil, fermenta la glucosa y lactosa,

produce gas y se le considera un anaerobio facultativo (10).

Esta bacteria se caracteriza por tener una sola cadena de ADN circular, este
es el cromosoma bacteriano que posee todo el material genético indispensable para
la vida de la célula bacteriana. EI material genético de E. coli posee 5.000 genes, la
informacion genética complementaria se encuentra en pldsmidos o elementos
extracromosomales, estos son los componentes mas activos del genoma
bacteriano, resultan ser sencillamente movilizables entre cepas, siendo los

principales responsables de la produccion de toxinas.

Muchas bacterias, incluida E. coli, adquieren la resistencia a los
antimicrobianos gracias a la adquisicion de plasmidos, que codifican proteinas
mediadoras de resistencia y por lo tanto permiten la diseminacion de estos genes

entre diversas poblaciones bacterianas (11).

Las cepas de E. coli que causan infecciones urinarias, poseen fimbrias que
les confieren la capacidad para adherirse al epitelio del sistema urinario, asi como
también E. coli enteropatdégena (EPEC) puede adherirse al epitelio intestinal

mediante las fimbrias produciendo cambios gastrointestinales (12).

Este microorganismo se puede transmitir por distintas vias como: oro — fecal
o hidrico — fecal, es decir, mediante el agua y alimentos contaminados, mala higiene,
manos sucias, y a través de algunos vectores como los mosquitos. Actlla como un
patdbgeno oportunista, se transmite de un paciente a otro en el caso de
enfermedades nosocomiales e infecciones urinarias. La infeccion por E. coli puede
darse en toda la poblacién, manifestandose con cuadros clinicos mas invasivos en

infantes y adultos mayores (13).
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Clasificacion de E. coli

Segun el tipo de infeccion que ocasionan, se dividen en dos grupos de E. coli
patdégenas. El grupo nimero uno se constituye por los patotipos responsables de
infecciones del sistema urinario, sepsis y meningitis en neonatos y el grupo nimero

dos se constituye por patotipos que ocasionan infecciones gastrointestinales.
Grupo # 1:

v' E. coli uropatégena (UPEC): se caracteriza por causar infecciones
de las vias urinarias, este microorganismo se coloniza en la uretra por patotipos
gue son originados en el colon por la colonizacion de la vagina.

v' E. coli causantes de meningitis/septicemias (MNEC): esta cepa se
esparce en la sangre, transportandose a través de la misma para llegar al SNC,
sin provocar dafio a la barrera hematoencefalica.

v" Meningitis neonatal y Septicemias: esta cepa dafia al cerebroy a la

médula espinal, provocando el deterioro en un recién nacido (13).
Grupo # 2:

v' E. coli enteropatégena (EPEC): afecta al intestino delgado,

provocando diarreas acuosas y es frecuente en infantes.

v" E. coli enteroinvasiva (EIEC): afecta a la mucosa del colén, produce
evacuaciones sanguinolentas con dolor abdominal tipo cdlico y fiebre en todas
las edades.

v' E. coli enterohemorragica (EHEC): produce hemorragia intestinal y

en ocasiones dafo e inflamacion de los vasos sanguineos del rifidn.

E. coli enteroagregativa (EAEC): esta cepa es la responsable de la
diarrea del viajero y diarrea aguda y crénica en los lactantes, produce diarrea

acuosa, mucoide, fiebre de baja intensidad y raramente vomito.

v' E. coli enterotoxigénica (ETEC): se presenta en nifios menores a 5
afnos, por lo general en paises subdesarrollados, la infeccion se da por consumir

alimentos y agua contaminada, provocando diarrea del viajero.
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v' E. coli Adherencia Difusa (DAEC): este patotipo se presenta en
nifios de 4 a 5 afos, puede estar presente en personas que presentan diarrea o
en nifios sanos, se manifiesta provocando diarrea acuosa sin sangre ni piocitos
(11).

Epidemiologia de E. coli

El patotipo de E. coli shigatoxigénica (ECST) se caracteriza por producir una

toxina llamada Shiga, causando intoxicaciones y multiples enfermedades.

ECST se caracteriza por tener mayor incidencia en paises desarrollados
como Estados Unidos, Canada, Australia y en algunos paises europeos. En América
del Sur, en el afio 2016, se le reportd a esta cepa como endémica en Argentina,
debido a que presentaba 500 casos al afio con una incidencia de 12 a 14 casos por
cada cien mil nifos menores a 5 afios, ademas estos nifios presentaban sindrome
hemolitico urémico (SHU) con una tasa de mortalidad entre el 3y 5 %. No obstante,

se debe tener en cuenta que este patotipo puede dafar a todas las personas (14).

Por otra parte, las cepas de ETEC, también han sido reportadas en paises
desarrollados provocando ocasionalmente diarrea en lactantes y en personas que

viven en paises primermundistas y viajan a zonas subdesarrolladas.

Las cepas de EHEC se dan en paises de clima templado como: Estados

Unidos, Canada, Inglaterra, Argentina y Japon (14).

Las cepas de EIEC estan dispersas a nivel mundial, presentandose con
mayor incidencia como causa frecuente de diarrea en Europa, Estados Unidos y

Brasil

Las cepas de EPEC, presentan una distribucion mundial, es de particular
importancia en los paises con climas tropicales y en paises subdesarrollados, es
mas comun en infantes menores a los 2 afios, con mayor distribucion en Africa,
Brasil y México, un porcentaje del 30 y 40% de las diarreas se ocasionan por esta
cepa (15).
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Las cepas de EAEC, se han caracterizado por cuadros de diarrea
persistentes, que duran mas de 14 dias en nifios de diversas regiones geograficas,

principalmente en paises que se encuentran en vias de desarrollo.

A partir del afio 2014, en paises con un desarrollo intermedio de
Latinoamérica; Africa y Asia, EPEC es la principal causa de diarrea infantil con
elevadas tasas de morbilidad y mortalidad, que pueden llegar hasta el 50% del total
de los casos, esto se da por la mala condicion de higiene, la inocuidad y seguridad
de los alimentos no es la adecuada, lo que provoca graves problemas a nivel
intestinal. La frecuencia de estas infecciones producidas por EPEC se da también
en otros paises de Latinoamérica como: Argentina, México, Ecuador y Brasil, su

indice de prevalencia varia entre un 6 al 28% (15).

EPEC y ETEC son los dos patdgenos aislados mas importantes en el caso
de diarrea en nifios. En consecuencia, si esta infeccidn no es tratada o detectada

pronto puede ocasionar la muerte de las personas contagiadas.

Otros estudios realizados en el mismo afio 2014 han demostrado que en
México y Colombia la cepa mas comun es ETEC, la que se asocia a la enfermedad
diarreica aguda en infantes menores a 5 afos, representando el 4% de tazas de
mortalidad, sin embargo se debe poner énfasis que la tasa de mortalidad en nifios
no es homogénea en todo el pais Mexicano y Colombiano, pues en areas
marginadas, y entre ellas las areas donde residen indigenas e individuos de escasos

recursos la mortalidad infantil llega a ser mayor (15, 16).

En la actualidad entre el 0,8 y 2 millones de infantes menores a 5 afios
fallecen en todo el mundo por una enfermedad diarreica aguda provocada por las
cepas EPEC y ETEC, después de las infecciones de las vias respiratorias, esta es

la segunda causa de muerte a nivel mundial (16).

En Ecuador, E. coli es uno de los patdégenos con una mayor prevalencia,
principalmente en individuos menores a cinco afos, siendo la responsable de
trastornos gastrointestinales como la diarrea. Segun datos del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica (INSPI), en el afio 2018 mas del 50% de los ingresos
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hospitalarios de infantes y personas que tienen comprometido su sistema

inmunoldgico sujetos a vigilancia corresponden a E. coli.

Por otro lado, en el pais se han descrito diversos genes de resistencia
expresados por esta bacteria: tales como carbapenemasas con enzimas del tipo
Klebsiella Pneumoniae Carbapenemasa (KPC) y Nueva Delhi metalo-beta-
lactamasa (NDM). E. coli resistente a las BLEE presenta resistencia frente a las
cefalosporinas en un porcentaje del 50% en comparacién con otros antibiéticos

como los carbapenémicos (16).
Principales enfermedades

Las principales infecciones ocasionadas por E. coli son las urinarias y
gastrointestinales. Asi mismo pueden causar otras infecciones como de las vias

biliares, meningitis neonatal, neumonia, peritonitis, etc.

E. coli se caracteriza por ser un patégeno oportunista, es aislado a menudo
en infecciones del tracto urinario (ITU), siendo el principal causante de mas del 70-
95% de las ITU adquiridas en la comunidad y con mayor incidencia de las adquiridas
en el hospital.

Las ITU se presentan con mayor incidencia en las mujeres por el pequefio
tamanio de la uretra y la proximidad a la cavidad anal, por lo general son infecciones
provocadas por los patotipos de la microbiota intestinal normal, tienen factores
virulentos capaces de invadir, colonizar y dafar las vias urinarias ocasionando

bacteriuria sin ningun sintoma, pielonefritis o cistitis.

En cuanto a las infecciones gastrointestinales, esta bacteria se caracteriza
por causar diarrea. Los patotipos de E. coli que la ocasionan son: enterotoxigénica
(ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatdgena
(EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC). Todas ellas al
invadir el organismo ocasionan multiples infecciones intestinales con la presencia
de dolor abdominal intenso, diarrea con heces liquidas y en algunas ocasiones con

sangre (17).

Maria Nicole Luzuriaga Blandin 15



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

El cuadro clinico de ETEC provoca diarrea en infantes menores a 5 afos,
originando con frecuencia diarrea del viajero. En EHEC provoca colitis hemorragica
con diarrea brusca y dolor estomacal, las evacuaciones liquidas se acompafian con
una descarga de sangre y pueden causar SUH. En EIEC el cuadro clinico se
caracteriza por una afectacion a los tejidos que recubren el colon y escasas

evacuaciones con moco y sangre, dolor estomacal semejante a un célico y fiebre.

En EPEC se caracteriza por afectar a la mucosa intestinal, pérdida de
enzimas disacaridasas, se manifiesta con fiebre y diarrea con secrecién y si no se
controla conduce a la deshidratacion y en casos graves puede llegar a ocasionar la
muerte (14).

Por otra parte, E. coli provoca infecciones respiratorias, a las que se les
considera oportunistas, estas prevalecen en pacientes hospitalizados con un
sistema inmunologico debilitado. En neonatos puede causar meningitis bacteriana,
asi como también bacteriemia adquirida en la comunidad presentando cuadros

criticos graves llegando a ocasionar la muerte.

También, esta bacteria produce enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETAs), que van desde una infeccién hasta una intoxicacién alimentaria. Una
intoxicacion es la enfermedad que resulta de la ingestion de alimentos que
contienen toxinas activas y la infeccion se genera por la ingesta de algun alimento

contaminado con este patdgeno, siendo la forma mas comun de ETAs.

E. coli no solo debe ser considerada como una bacteria de la microbiota
normal, pues en algunos casos las infecciones que provoca llegan a ser mortales,
es por ello que es de gran importancia prestar atencion a su agente causal y a sus

cuadros clinicos (18).
Principales antibiéticos usados para tratar enfermedades por E. coli.

En el caso de enfermedades por E. coli, los antibiéticos mas utilizados son
los betalactdmicos debido a que estos inhiben la sintesis de la pared celular

bacteriana entre los que se encuentran las penicilinas, las cefalosporinas,
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carbapenémicos y monobactamicos. Los que tienen mayor prescripcion médica son
las cefalosporinas de segunda y tercera generacién, entre ellos se encuentran
cefalexina y cefuroxima, antibioticos que tienen mayor resistencia frente a las beta-

lactamasas y son de amplio espectro (19).
Antibidticos utilizados para tratar infecciones por E. coli:
Betalactamicos

° Penicilinas

Las penicilinas son antibiéticos bactericidas, esto es, no simplemente
interrumpen la proliferacion de las bacterias, sino que las destruyen. Actdan en la
sintesis de la pared celular de la bacteria, inhiben la tercera y Ultima etapa mediante
la fusion a determinadas proteinas de la pared celular. Las penicilinas se fijan a los
receptores de la pared celular bacteriana por transpeptidasas mediante las
proteinas fijadoras de penicilinas (PBPs), inhiben a la enzima transpeptidasa, accion
gue evita la formacion del peptidoglicano, de este modo la pared celular se deteriora
y se produce la lisis bacteriana durante la multiplicacion.

Entre las penicilinas mas utilizadas contra E. coli se encuentran: Oxacilinas,

Dicloxacilina, Ampicilina, Amoxicilina, entre otras (20).
° Cefalosporinas

Las cefalosporinas son antibioticos bactericidas, de segunda eleccion en
numerosas infecciones, tienen al igual que las penicilinas, un anillo betalactamico y
su mecanismo de accion es similar, pero son mas estables ante muchas beta-

lactamasas, por lo tanto, tienen un espectro de actividad mas amplio (21).

En cuanto al mecanismo de accién, se requiere interferir en la sintesis del
peptidoglucano de la pared celular de la bacteria, mediante la unién a la proteina
gue fija la penicilina, la reaccion por transpeptidacion se inhibe y la sintesis del

peptidoglucano se bloquea.
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Ademas, se produce la inactivacion de los inhibidores de la autolisina
enddgena, esta autolisina rompe las paredes celulares bacterianas y produce la

muerte del microorganismo por lisis microbiana (22).

La autolisina, conocida también como amidasa, es una enzima que hidroliza
el peptidoglicano, produciendo la lisis bacteriana. Esta involucrada en el crecimiento

celular, el metabolismo de la pared celular, la division y separacion celular.

Entre las cefalosporinas més utilizadas se encuentran las de primera
generacion (Cefalotina, Cefalexina, Cefradina, Cefazolina, Cefaloridina), las de
segunda generacion (Cefaclor, Cefuroxima, Cefamandol, Cefonicid, Cefoxitina) y

tercera generacion (Ceftriaxona,Cefotaxima, Ceftazidima, Cefixima).
° Carbapenémicos

Los carbapenémicos se caracterizan por ser agentes bactericidas, tienen un
mecanismo de accién similar al de las penicilinas al inhibir la sintesis de la pared
celular bacteriana en la ultima etapa de la sintesis del peptidoglicano, bloquean la
actividad transpeptidasa de las proteinas fijadoras de penicilina e inducen ademas

un efecto autolitico, produciendo asi la lisis bacteriana.

Entre los mas utilizados se encuentran: Imipenem, Meropenem, Ertapenem

y Doripenem (23).
° Monobactamicos

Los monobactamicos son antibidticos bactericidas, actuan inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana, especificamente la Gltima parte de la sintesis
del peptidoglicano tanto de bacterias gram negativas como de gram positivas,

aunque con menos efecto en estas ultimas.

El Unico monobactamico disponible para uso clinico es el Aztreonam.

Aminoglucésidos

Se utilizan también algunos aminoglucosidos para tratar infecciones
causadas por esta bacteria, entre ellos la amikacina, gentamicina y tobramicina.

Estos farmacos son bactericidas actuando a nivel de la subunidad 30S de los
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ribosomas, interfieren con la unioén del ARN mensajero al ribosoma en el inicio de la
sintesis proteica. Por lo tanto, causan fallas en la lectura del cddigo genético
provocando una sintesis de proteinas anormal o disminuida, de este modo se impide

gue el microorganismo se multiplique.

Poseen una elevada actividad bacteriana, algunos estudios de cientismo han
demostrado que se ocasiona muerte bacteriana de E. coli in vitro antes de 60
minutos cuando se somete a concentraciones de los antibiéticos gentamicina y
amikacina. Al comparar con los antibiéticos betalactamicos como cefotaxima, en las
mismas condiciones se produce la muerte de la bacteria en aproximadamente 4
horas (24).

Quinolonas

Las quinolonas como el acido nalidixico, la ciprofloxacina y levofloxacina
también son activas contra E. coli. EIl mecanismo especifico es inhibir la sintesis del
material genético, llevando a la muerte bacteriana por la fragmentacion de los
cromosomas. Invaden la pared celular mediante las porinas, interfiriendo
directamente con la replicacion bacteriana al interactuar con dos enzimas
importantes y necesarias para que se de el superenrollamiento negativo en la
sintesis del ADN, la ADN girasa y la topoisomerasa IV. Las quinolonas al inhibir
estas enzimas evitan la duplicacién, transcripcion y reparacion del ADN bacteriano
(25).

Macroélidos

Son alternativas en los casos de resistencia o hipersensibilidad del paciente
a las penicilinas, actdan inhibiendo la sintesis de proteinas de las bacterias por
unirse al siti6 P en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, inhibe la sintesis
proteica por que bloquean la elongacion de las proteinas, fusionandose de manera
reversible con el dominio V del ARN ribosémico 23S. Entre los macrolidos mas

utilizados se encuentran: claritromicina, azitromicina, eritromicina (26).

Nitrofurantoina
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Es un antibiético bactericida, la mayor parte de patotipos de E. coli, no
presentan resistencia frente a la nitrofurantoina. Por lo general se usa para tratar
infecciones de las vias urinarias ocasionadas por E. coli uropatégena. La
nitrofurantoina actta interfiriendo en los procesos enzimaticos de respiracion
celular, actua inhibiendo la acetil — coenzima A bacteriana, impide el metabolismo

glucidico y sintesis de pared bacteriana (27).
Resistencia de E. coli frente a antibiéticos

Las bacterias al tener una gran capacidad para adaptarse a muchos medios,
suelen desarrollar mecanismos de resistencia contra los antibiéticos permitiendo

gue los microorganismos se multipliquen en presencia del farmaco.

Existen dos clases de resistencia: la adquirida y la natural, la segunda se da
cuando no ha existido una exposicién previa frente a los antibioticos. Un claro
ejemplo, son las diferencias que tienen las bacterias gram negativas y gran positivas
en su membrana celular, de manera que hacen que los antibiéticos betalactamicos

no encuentren su blanco para fijarse y ejercer su efecto.

Por otra parte, la resistencia se presenta cuando la bacteria sufre
modificaciones de forma espontanea ya sea por variaciones cromosémicas o por la
obtencion de genes resistentes y por lo general la resistencia de una bacteria se
encuentra mediada por transposones, plasmidos e integrones que confieren la

capacidad de transmitirse de un microorganismo a otro.

La mayoria de enterobacterias, asi como los patotipos de E. coli son
resistentes a los antibiéticos hidrofébicos, tales como rifamicinas, macrélidos y acido
fusidico. Los antimicrobianos mas empleados en el tratamiento de las
enfermedades ocasionadas por los patotipos de E. Coli son la amoxicilina,
amoxicilina—4acido clavulanico, cefalosporinas, aminoglucésidos, trimetropim-
sulfametoxazol, nitrofurantoina y quinolonas. Sin embargo, se recomienda siempre
realizar un antibiograma para comprobar la sensibilidad de estos antibi6ticos debido

a que esta bacteria tiene la capacidad de adquirir genes de resistencia.
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Los antibidticos betalactamicos son el grupo de farmacos mas utilizados, sin

embargo, la resistencia que E. coli produce frente a los mismos es alarmante.

La automedicacion y la mala informaciéon sobre el uso correcto de los
antibioticos ha generado que esta bacteria genera resistencia contra la mayoria de

los betalactamicos (28).
Mecanismos de resistencia de E. coli frente a antibidticos
Los mecanismos de resistencia de las bacterias se dividen en tres:

v Inactivacion del antibiético mediante enzimas
Las bacterias producen enzimas capaces de producir cambios en la
estructura de los antibidticos e inactivarlos. Varias bacterias pueden producir beta-
lactamasas, que, se caracterizan por hidrolizar el enlace amida del anillo 13-
lactdmico dando como resultado que la célula se haga resistente a los

medicamentos betalactamicos.

v" Mutaciones bacterianas que no permiten lallegada del antibi6tico
aladiana
Las bacterias mutan, modificando estructuras como las porinas de la
membrana celular, de este modo no permiten la entrada de varios antibibticos
(betalactamicos) o intervienen en los sistemas de transporte (aminoglucosidos), lo
gue conlleva a que los medicamentos no actlien de manera eficaz y por ende no se

dé su efecto terapéutico.

v' Alteracién por parte de la bacteria de su diana, impidiendo o
dificultando la accion del antibidtico

Este mecanismo se debe a modificaciones en el gen que codifica el propio

blanco del antibiético, como por ejemplo: alteraciones a nivel de la ADN girasa

(mecanismo que explica resistencia a quinolonas) del ARNr 23S (resistencia a
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macrolidos), de las enzimas de proteinas fijadoras de penicilina necesarias para la

formacion de la pared celular (resistencia a betalactamicos).

En este caso un mismo microorganismo bacteriano puede originar distintos
mecanismos de resistencia frente a 1 o varios antibiéticos, asi como también de la
misma forma, un medicamento puede ser inactivado por diferentes mecanismos de

diversos microorganismos bacterianos (29).
v' Otros mecanismos de resistencia

Esta enterobacteria se caracteriza por presentar alta resistencia a los
betalactamicos, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido
nalidixico (11).

Las BLEE son resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion, al
aztreonam, a las penicilinas, Las BLEE son inhibidas por los inhibidores de beta-
lactamasas. Se han descrito varias familias de BLEE, y las mas prevalentes son las
TEM, SHV y CTX-M (son enzimas de la clase A de las beta-lactamasas, fueron
aisladas por primera vez en E. coli), se produce la hidrolisis de estas enzimas,

inactivando de esta manera el antibiotico antes de que genere cualquier efecto.

El mecanismo de resistencia en trimetoprim-sulfametoxazol, se da por que

tienen genes que poseen la capacidad de codificar mutaciones en la enzima blanco.

En las tetraciclinas la resistencia es debido a que estos antibiéticos tienen
bombas de eflujo especificamente para tetraciclinas.

En cloranfenicol se da una inactivacion enzimatica, mediante una reaccion
de etanoilacion y por remitentes determinados de cloranfenicol. En el caso de las
guinolonas, como el &cido nalidixico unas mutaciones puntuales, generan el cambio
de aminoacidos en la enzima blanco del antibiético, ademas la presencia de genes
plasmidicos de resistencia antibiética, no permite que los medicamentos generen

su efecto terapéutico deseado (30).

Inhibidores de las beta-lactamasas
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Los inhibidores de Dbeta-lactamasas actian reversiblemente o
irreversiblemente inhibiendo a muchas de las enzimas bacterianas de las beta-

lactamasas, pero exhibiendo poca actividad antibacteriana.

Ayudan a vencer la resistencia bacteriana al asociarse con antibiéticos
betalactdmicos, su principal accion es proteger a las penicilinas de la inactivacion

por beta-lactamasas.

Los tres inhibidores de las beta-lactamasas usados clinicamente son el acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. Se encuentran asociados a las penicilinas en
las siguientes concentraciones: acido clavulanico 125 mg + amoxicilina 875 mg;

sulbactam 0.5 g + ampicilina 1 g y tazobactam 0.5 g + piperacilina 4 g.

El mecanismo mediante el cual se da su accion es idéntico en los 3 tipos.
Actuan como inhibidores “suicidas”, de tal manera, que se unen irreversiblemente

al centro activo de la enzima de los formando un complejo (31).
Caracteristicas de las enzimas beta-lactamasas

Las beta-lactamasas, son un tipo de proteinas especializadas, en su mayoria
producidas por enterobacterias, que inactivan a los antibidticos betalactamicos al

hidrolizar su anillo betalactamico

En 1940 se identifico la primera beta-lactamasa en una cepa de E. coli y partir
de ese momento se han encontrado mas de 190 enzimas de tipo beta-lactamasa.
Por lo general estas enzimas se encuentran codificadas a los cromosomas de
ciertas bacterias o0 suelen ser transmitidas horizontalmente por medio del ADN

localizado en los integrones, transposones o plasmidos (32).

Segun el peso, molecular, punto isoeléctrico, estructura, secuencia de los

aminoécidos y sitio activo se clasifican en cuatros clases: A, B, Cy D.

La clase A, C y D se caracterizan por poseer una serina en su centro activo
con la capacidad de mediar la hidrdlisis, tienen secuencias de aminoacidos similares
principalmente con las proteinas peptidasas que son las encargadas de unir la

penicilina, siendo los sitios de accion de los betalactamicos.
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Por otra parte, la clase B posee asociado al sitio activo de la enzima una o
dos moléculas de zinc, estas son las metaloenzimas que son hidrolasas formadas
por dos subdominios, cada uno separado por una hoja alfa y un par de hélices que
caen hacia el exterior de cada una de ellas. Por medio de las moléculas de zinc
actian directamente atacando a los grupos carbonilo y amidas de los

betalactamicos, a excepcion de los monobactamicos (33).

Figura 1: Estructura de la enzima TEM-1.

Fuente: Protein Data Bank

Propiedades de la enzima beta-lactamasa TEM-1

En el afio 1963 se aisl6 una de las primeras beta-lactamasas TEM-1 en la
bacteria E. coli, estas enzimas pertenecen a la clase A y estan codificadas por
plasmidos. Distintas bacterias se caracterizan por poseer el gen BLA tem-1, €l cual
permite codificar a la enzima TEM-1, de tal manera que permite la transferencia de
genes gue son los responsables de la resistencia a los antibiéticos, principalmente
de las penicilinas y algunas cefalosporinas de primera generacion. Estos genes
pueden estar presentes en diferentes tipos de plasmidos con una frecuencia
variable. Se le dio el nombre TEM en honor a una nifia cuyo nombre era Temoniera,
debido a que en esta paciente en su hemocultivo se aislé por primera vez una cepa

de E. Coli productora de esta enzima, la frecuencia de este gen varia segun la
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especie y el lugar y se ha expandido entre un 20 y 60 % entre las enterobacterias
(34).

Las beta-lactamasas del tipo TEM, especificamente las del tipo TEM-1 y
TEM-2, son codificadas por los genes BLATew-1 Y BLATEM-2, SON las mas comunes y
similares, difieren Unicamente debido a que uno de sus nucledtidos ha
evolucionado, mutando cerca del sitio activo, esto hace que se altere la actividad
enzimatica de TEM-1 y TEM-2, provocando un gran espectro de actividad y
concediendo a la bacteria mayor resistencia a los betalactdmicos. La TEM-1y TEM-
2 poseen propiedades cinéticas idénticas, ambos isotipos difieren Gnicamente en un
nucledtido y en un aminoacido que se encuentra en la posicion 39 Glu-39—Lys que

cambia el punto isoeléctrico de la proteina de 5,4 a 5,6 (34).

La resistencia por beta-lactamasas es muy comdn y en su gran totalidad
suelen ser del tipo TEM-1, dichas enzimas poseen uno o varios reemplazos en la
secuencia de sus aminoacidos, por esto se da un incremento en su capacidad de
hidrolizar, pudiendo llegar a una hidroélisis enzimética no solo de las penicilinas, sino
gue también de los monobactdmicos y las cefalosporinas de tercera y cuarta

generacion (34).

Varias beta-lactamasas de origen plasmidico son producidas por patégenos
gram negativos, siendo la enzima mas comun la TEM-1. Esta es considerada una
enzima totalmente eficiente, puede hidrolizar a la penicilina y a sus derivados tales
como: ampicilina; carbenicilina y piperacilina. También es bastante activa frente a
la cefalotina y la cefuroxima, pero presenta actividad insignificante contra
cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona o aztreonam, y no posee ninguna accién contra

las cefamicinas (cefoxitina o cefotetan) (35).

La accion de la enzima TEM-1 de E. Coli se puede inhibir con el uso
concomitante de inhibidores de las beta-lactamasas con penicilinas y cefalosporinas
en un 50% (36).

Aspectos generales sobre las catequinas
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Las catequinas son un grupo de fitoquimicos de naturaleza fendlica,
pertenecen a la familia de los flavonoides, son el tipo mas comuin de las sustancias
con estructura flavan-3-ol. Se le da el término catequina en honor al arbol Cassia

catecu o arbol de la mimosa del cual se aisl6 el catecol por primera vez.

Las catequinas se componen de dos anillos de benceno (anillos A y B),
unidos por un heterociclo de dihidropirano (anillo C), que contiene un hidroxilo en el
carbono 3[ 3, 4] o varios hidroxilos, es por eso que se les conoce como compuestos
fendlicos o polifenoles. Las catequinas a menudo se clasifican en grupos no

aleados y galloilados, basandose en la ausencia o presencia de un grupo galato.

O~_OH

)
e W

NS i HO OH
OH

Figura 2: Estructura general del flavan-3-ol. Figura 3: Estructura del acido galico.
Fuente: Autora Fuente: Autora

Las catequinas son reconocidas por tener una actividad anticancerigena,
ademdas cumplen con otras propiedades como anti artriticas, antiinflamatorias,
antiagregantes, inmunoestimulantes, hepatoprotectoras, antibacterianas vy
antifingicas. Se encuentran distribuidas en varias plantas alimenticias como: cacao,
vino, té y arandanos. El efecto astringente, que producen en la boca después de
consumir productos ricos en café, como el chocolate o beber vino o té verde se debe

en gran parte a la presencia de los compuestos fendlicos (37).

Un componente principal del té verde es un flavonol conocido como

catequina, el cual posee cuatro tipos principales de catequinas: epicatequina (EC),
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epigalocatequina (EGC), galato de epicatequina (ECG) y epigalocatequina galato
(EGCG). En patrticular, la EGCG se encuentra solo en el té verde, que comprende
entre el 40% y el 50% de las catequinas del té verde y se cree que es el principal
responsable de las propiedades antioxidantes, antibacterianas y bactericidas del té

verde. Epicatequina y epigalocatequina son los compuestos mayoritarios en frutas.

Desde el punto de vista nutricional, estos compuestos convocan gran interés
a su alrededor por su contribuciéon al mantenimiento de la salud. Muchas de sus
propiedades beneficiosas estan relacionadas con su actividad antioxidante,
originada por la presencia de grupos fendlicos. Esta actividad tiene un papel
protector contra las enfermedades cardiovasculares, el cancer y en los procesos de

envejecimiento, tal como se ha estudiado en ensayos in vivo como in vitro (37, 38).

Se piensa que uno de los efectos mas destacados de la epicatequina tiene
gran relacion con los niveles elevados de 6xido nitrico en la sangre, ayudando a
relajar los vasos sanguineos y mejorar su flujo. Catequina y epicatequina se
encuentran distribuidas en la naturaleza en cantidades variables y pequefas en
multiples alimentos, siendo las fuentes principales las moras con un con 20 mg,
damascos, cerezas y otros tipos de frutas; también poseen epicatequinas en el vino

tinto, el té y chocolate, sobre todo el negro.

Recientemente, se ha observado que la epigalocatequina galato, procedente
del té, posee gran actividad antiinflamatoria, en la aterosclerosis evita que se dé la
inflamacién crénica de los vasos sanguineos, esto se da a través de la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), que regulan la actividad de una enzima
del citocromo p450 y del glutation. La catequina-3 galato y epigalocatequina-3 galato
se acopla al receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR)
e interfieren con la sefial proliferativa (39).

Los extractos de esta planta usando solventes como etanol, éter y
diclorometano por el método de difusion poseen actividad antibacteriana contra

algunas cepas de Staphylococcus aureus y E. coli (40).
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La actividad antibacteriana de las catequinas del té verde resulta de una
variedad de mecanismos que pueden clasificarse ampliamente en los siguientes

grupos:

v inhibicion de factores de virulencia (toxinas y matriz
extracelular)

4 rotura de la pared celular y la membrana celular

4 inhibicién de enzimas intracelulares

v estrés oxidativo

4 dafio al ADN

v guelacién del hierro (41).

Hoy en dia el uso terapéutico de estos compuestos fendlicos del té son una
forma de medicina alternativa. Las catequinas del té, especificamente las
epigalocatequinas son inhibidores eficientes de la enzima dihidrofolato reductasa
(DHFR). Esta enzima es diana de un tipo de farmacos, los anti folatos, que son
usados en quimioterapia contra el cancer, contra infecciones bacterianas y, mas
recientemente, como anti inflamatorios. La actividad anti-folato in vivo de dos de
estas catequinas, la epicatequina galato y la epigalocatequina galato también ha

sido demostrada.

Las catequinas tienen una alta actividad antibacteriana contra varios
microorganismos, la creciente evidencia de estudios in vitro ha demostrado los
efectos antimicrobianos de las catequinas en bacterias gram positivas y gram
negativas proponiendo mecanismos terapéuticos directos e indirectos. Muestran
potencial como agentes antimicrobianos topicos alternativos o complementarios
para infecciones que son resistentes a la terapia antibidtica tradicional. Inhiben a
Pseudomona aeruginosa y E. Coli, el efecto bactericida de EGCG es mas fuerte en
bacterias gram positivas que en gram negativas, debido a las diferentes cantidades

de EGCG absorbidas por las células bacterianas (42, 43).

En E. Coli se ha observado que el galato de epigalocatequina en

concentraciones superiores a 0,4 mg/ml y los extractos del té verde inhiben su
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crecimiento, esto se debe a que las catequinas tienen una gran capacidad para
dividirse en bicapas lipidicas de diversas composiciones, debido a este
comportamiento, se ha planteado la hipotesis de que la participacion de las
catequinas dentro de las células bacterianas disminuye el empaquetamiento de
lipidos y aumenta la expansion lateral de la membrana, lo que resulta en un
disminucion de la actividad de barrera de la membrana. La actividad bactericida de
las catequinas, especialmente de EGCG y de las hojas del té verde sobre E. coli
enterohemorragica también es eficaz pues inhiben el crecimiento de la bacteria (44).

El nivel de eficacia de EGCG en los patotipos de esta bacteria difiere del
patrén de resistencia a los antibioticos, lo que sugiere que EGCG podria usarse
como una estrategia alternativa para matar las bacterias resistentes a uno o mas
antibioticos (45).

Ademas, varios estudios han presentado evidencia de que las catequinas
muestran efectos sinérgicos con ciertos antibiéticos, potenciando asi la actividad de

los antibidticos en bacterias resistentes.
Ensayos in silico en el descubrimiento de nuevos farmacos

El disefio y descubrimiento de nuevos farmacos por métodos convencionales
resulta un proceso complejo, costoso y demorado, el cual puede llegar a generar un
gasto de millones de ddlares en un largo periodo de tiempo. Por esto, se han creado
las metodologias computacionales, volviéndose cruciales para el descubrimiento de

farmacos.

Existen diferentes casos de éxito logrados con la aplicaciéon de estos

métodos:

El primer caso reportado fue el disefio de captopril, utilizado como inhibidor
de la enzima convertidora de angiotensina —ACE- para el tratamiento de la
hipertension. La informacidn necesaria para su disefio consistio en el conocimiento
de los mecanismos enziméaticos de ACE y del disefio del farmaco basado en los

ligandos y basado en estructura.
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Otro ejemplo consistio en el desarrollo de zanamivir que es un inhibidor de la
neuraminidasa utilizado en el tratamiento y profilaxis de la influenza causada por los
virus de la influenza A e influenza B. Mediante cristalografia de rayos X se obtuvo
la estructura de la proteina lo que permitié conocer la topologia del sitio activo para

posteriormente desarrollar a este farmaco Inhibidor de esta enzima (46).

Cuando en el afio 2003 ocurrié en China un brote del sindrome respiratorio
agudo severo —SARS—, un grupo de investigadores identificé por medio de cribado
virtual (el cribado virtual in silico consiste en el andlisis computacional de bases de
datos de diferentes moléculas accesibles que sirven para seleccionar potenciales
candidatos de farmacos a partir de ellas.) que la cinanserina, un viejo farmaco
antagonista de la serotonina, tiene efectos inhibitorios sobre la proteasa tipo 3C del
coronavirus. Las subsecuentes pruebas experimentales demostrarian detener la

infeccidn y propagacion por el virus SARS.

Los estudios in silico presentan diversas ventajas como la prediccion de
factores importantes entre los que destacan, la interaccidbn molecular con enzimas
y descriptores de toxicidad. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que estos
estudios presentan ciertas debilidades, las cuales pueden limitar su poder
predictivo. Es por eso, que se recomienda realizar estudios de correlacion entre el

estudio in silico en comparacion con estudios in vitro e in vivo.

El acoplamiento molecular o docking molecular, es un método bioinformatico
gue permite predecir energias y calcular computacionalmente modos de enlace
entre ligandos y proteinas, predice la posicion beneficiosa entre un ligando y una
proteina en representaciones tridimensionales. Cuando mas especifica, estable y
favorable sea una union entre un ligando y su blanco, mayor actividad bioldgica
tendra, de modo que el ligando serd mas efectivo (47).

El acoplamiento molecular generalmente usa dos algoritmos separados.
Tiene un algoritmo de muestreo inicial, que predice todas las configuraciones o
conformaciones estructurales posibles de un ligando dentro del dominio o sitio activo
de una proteina diana, y otro algoritmo con funcién de puntuacion, que predice la
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energia de union entre el ligando y su receptor de ligando respectivo. En funcion del
rendimiento de estos dos algoritmos, todas las configuraciones de unién del ligando
y sus receptores se clasifican y ordenan segun sus energias de unién. De tal manera
gue las funciones de puntuacion pueden filtrar compuestos de grandes bases de
datos en busquedas virtuales, en donde la composicién de un compuesto que
obtenga la puntuacion mas alta corresponde a la composicion con la energia de
enlace mas favorable para que la molécula sea considerada una buena cabeza de

serie o lider.

Por ultimo, el acoplamiento molecular, método que se va a utilizar en esta
investigacion, se ha convertido en una herramienta central en la busqueda y
seleccion virtual con base a la estructura, tanto de ligandos con actividad biolégica
como de posibles blancos terapéuticos, siendo de gran utilidad en el estudio de

nuevos compuestos con efectos terapéuticos (48).
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Il.1. Disefio de investigacion.

El presente estudio experimental in silico partid de un enfoque cuantitativo con el
objetivo de evaluar las energias de union entre las catequinas seleccionadas y la
enzima beta-lactamasa TEM-1 de E. coli. Ademas, se estudiaron las interacciones
entre los mejores compuestos y la diana, asi como algunas de sus propiedades

fisicoquimicas y farmacodindmicas.
[1.2. Universo - Poblacion
Se utilizaron las diferentes estructuras de catequinas naturales obtenidas de una

basqueda bibliografica las mismas que fueron preparadas para el acoplamiento

molecular.
[1.3. Muestreo y muestra

De la base de datos UCSF ZINC 15 se descargaron 44 moléculas de catequinas de

origen vegetal que fueron evaluadas sobre la enzima TEM-1 de E. coli.
Il.4 Criterios de seleccion

Para obtener la poblacién se tomé en cuenta los siguientes criterios de seleccion:
e Criterios de inclusidon: En este estudio, se incluyeron las moléculas
de catequinas que fueron obtenidas del programa UCSF ZINC 15, que
sean de origen vegetal y tengan la estructura del flavan-3-ol.

e Criterios de exclusidon: Se excluyeron del estudio las moléculas

sintéticas_y las que no tenian la estructura del flavan-3-ol.
[1.5 Definicion y clasificacion de las variables
1. Energia libre de unién: cuantitativa
Definiciéon: cambio de energia libre asociado con la union del ligando con la diana.
Indicador: escala de energia libre de union de Autodock Vina

Escala de mediciéon: Kcal/mol
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2. Interaccion Ligando-Enzima: cualitativa

Definicién: enlaces polares y no-polares, que se forman entre ligando y la diana.
Indicador: representacion grafica de los enlaces.

Escala de medicion: ninguna

3. Propiedades ADME: cualitativa

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

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

[1.6 Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.

Se realiz6 una busqueda de las estructuras de catequinas naturales en la base de
datos UCSF ZINC 15, el parametro de busqueda que se tomé en cuenta fue que
todas las moléculas posean el nucleo general flavan-3-ol, obteniendo de este modo
44 moléculas en el estudio. Posteriormente en el programa Avogadro se les optimizo
su estructura ajustando su protonacién a pH 7,4 y minimizandolas usando el campo
de fuerza MMFF94. Estas moléculas fueron guardadas en formato MOL2 para su

posterior analisis de docking molecular.

La estructura de la enzima TEM-1 se descargd de Protein Data Bank (PDB). El
cédigo de la enzima utilizada es 1 JTD, esta fue preparada para los posteriores
analisis usando el médulo Dockprep de USCF Chimera y guardada en el formato
PDB.

El analisis de la evaluacién de las afinidades de las catequinas por TEM-1 se realiz6
mediante el programa AutoDock Vina a través del servidor ezCADD (49). En este

programa se cargo la proteina 1 JTD optimizada con cada uno de los 44 ligandos y
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las coordenadas del centro activo para el docking box fueron: X: -2; Y: +12; Z: +19
y el tamafio en X, Y y Z fue 25. (Figura 4)

ezSMDock

® PDBID

& InChl PubChem Sketcher

Use Ligand Center

Figura 4: Coordenadas del Box en el programa EzcaDD.

Fuente: Autora

De las 44 moléculas se toméd en cuenta la energia de unidén que corresponde a la
pose 1 (valor de energia mas negativo, equivalente a la mayor energia de union),
el cual fue guardado en formato pdbqt para posteriormente utilizarlo en el analisis

de interaccion de cada ligando.

Para el analisis de interaccion y su visualizacién grafica se usé el modulo de analisis
de superficie y union mediante el programa Biovia Discovery Studio. En este
programa se carg0 la proteina y la primera pose de cada uno de los ligandos.
Observando de este modo en diagrama 2D, las interacciones que cada molécula

genero.

El analisis de propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas se realiz6 mediante el
servidor Swiss ADME disponibilizado por el Instituto Suizo de Bioinformatica. Para
esto, se usO la representacion en 1 dimension de las moléculas (codigos SMILES)

de las mejores moléculas y se cargaron en SwissADME.
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En este estudio a el acido clavulanico, sulbactam y tazobactam que son conocidos
como los inhibidores de las beta-lactamasas se les us6é como controles positivos y

preparados de la misma forma antes indicada para las catequinas.

[1.6.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Todos los resultados de los analisis de Vina fueron descargados y registrados en
plantillas de Excel. Los andlisis de interacciones se realizaron usando el programa
UCSF Chimera y los resultados se guardaron en formato .png. Los resultados de

Swiss ADME fueron guardados en formato .csv y en .pdf.

Todas las energias de union calculadas por AutoDock Vina se organizaron de forma
jerarquica en tablas de Excel. Los analisis de interacciones se presentan como
figuras que muestran la estructura terciaria de TEM-1 asi como los aminoacidos

involucrados en las interacciones con las catequinas seleccionadas.
[1.7.- Aspectos éticos

Por su naturaleza, el presente estudio no emplea ninguna muestra de origen

biolégico ni usa informacion sensible que pueda vulnerar algun aspecto bioético.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION
1.1 RESULTADOS
Evaluacion de las energias de union mediante Autodock Vina

En este trabajo se seleccionaron 44 estructuras de catequinas de origen vegetal.
Para evaluar las energias de estas moléculas se utilizo el software Autodock Vina,
en donde se realizé el andlisis de acoplamiento de cada una de las moléculas para

conocer su energia de uniébn como se refleja en la tabla 1.

El andlisis de las energias muestra que la media de energia del total de las 44
moléculas evaluadas es -7.1 Kcal/mol. Las 10 mejores moléculas presentan
energias en un rango de -8,7 a -7,6 Kcal/mol, mientras que las 5 ultimas moléculas

presentan energias que van desde -6,5 a 6,0 Kcal/mol.
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Tabla 1: Moléculas incluidas en el estudio y su energia de unién calculada por

Autodock Vina

Cddigo Zinc |~ Nombre Comun Formula |~ Energia |~
1|ZINC4544252 (+) - Epicatequina-3-galato C22H18010 -8,7
2|ZINC8681494 (-) - Galato de catequina C22H18010 -8,4
3|ZINC4534390 (+) - Galato de catequina C22H18010 -8,3
4[ZINC3870338 (+) - Galocatequina C15H1407 -7,9
5|ZINC3591028 Leucocianidol C15H1407 -7,9
6|ZINC968223 (2S, 3S, 4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,5,7-tetrol C15H1407 -7,8
7|ZINC4933656 Melacacidina C15H1407 -7,8
8|ZINC968078 Afzelequina C15H1405 -7,6
9|ZINC119983 Catequina C15H1406 -7,6
10|ZINC14436085 (2R, 3S, 4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,7,8-tetrol C15H1407 -7,6
11|ZINC8681596 Epifisetinidol C15H1405 -7,5
12|ZINC3870336 Epigalocatequina C15H1407 -7,5
13(ZINC3870339 (+) - Epigalocatequina C15H1407 -7,5
14{ZINC3978494 Fisetinidol C15H1405 -7,4
15|ZINC6092138 Fisetinidol-4-ol C15H1406 -7,4
16|ZINC3870337 Galocatequina C15H1407 -7,4
17|ZINC14727929 5-desoxileucopelargonidina C15H1405 -7,3
18|ZINC119978 Catequina C15H1406 -7,3
19|ZINC119988 Catequina C15H1406 -7,3
20|ZINC4096940 Leucocianidol C15H1407 -7,3
21|ZINC36375220 (2S, 3R, 4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,7,8-tetrol C15H1407 -7,3
22|ZINC36375222 (2S, 3S, 4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,7,8-tetrol C15H1407 -7,3
23|ZINC14642912 4'-0O-Metilcatequina C16H1606 -7,3
24|ZINC95004884 (2R, 3R) -dihidroflavonol C15H1203 -7,2
25|ZINC1721694 (-) - Epiafzelequina C15H1405 -7,2
26|ZINC14643106 Epioritin-4alfa-ol C15H1406 -7,2
27|ZINC59727703 (-) - Leucofisetinidina C15H1406 -7,2
28(ZINC119985 Catequina C15H1406 -7,1
29|ZINC419 2beta- (3,4-Dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-1-benzopiran-3alfa, 4alfa, 5,7-tetrol  |C15H1407 -7,0
30[ZINC1721693 (+) - Afzelequina C15H1405 -6,8
31|ZINC14814852 Tupichinol A C17H1804 -6,8
32|ZINC898356 (-) - Afzelequina C15H1405 -6,7
33|ZINC1647781 (6aR, 12aR) -7,12a-dihidro-6H-cromeno [3,2-c] cromen-6a-ol C16H1403 -6,7
34|ZINC4173801 7-metoxi-2-fenil-3-cromanol C16H1603 -6,7
35|ZINC1647793 (6aS, 12aR) -2-metoxi-7,12a-dihidro-6H-cromeno [3,2-c] cromen-6a-ol C17H1604 -6,7
36|ZINC1647783 (6aS, 12aR) -7,12a-dihidro-6H-cromeno [3,2-c] cromen-6a-ol C16H1403 -6,6
37|ZINC1647784 (6aS, 12aS) -7,12a-dihidro-6H-cromeno [3,2-c] cromen-6a-ol C16H1403 -6,6
38|ZINC30729434 cis-3-flavanol C15H1402 -6,5
39|ZINC33669818 (2S, 3R) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol C16H1603 -6,5
40|ZINC33669819 (2R, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol C16H1603 -6,5
41|ZINC381763 (2S, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol C16H1603 -6,4
42]|ZINC381762 trans-3-flavanol C15H1402 -6,3
43|ZINC4649471 trans - (+) 3-flavanol C15H1402 -6,2
44{ZINC33899502 cis - (+) - 3-flavanol C15H1402 -6,0

De las 10 mejores estructuras todas poseen entre 4 a 7 grupos hidroxilos. De las

cuales las 3 primeras moléculas: (+) — Epicatequina-3-galato (ZINC 4544252); (-) —
Galato de catequina (ZINC 8681494) y (+) — Galato de catequina (ZINC 4534390),

enantiomero de la segunda molécula, presentes en la planta Camellia sinensis,
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poseen similar estructura, el mismo nimero de carbonos, hidrogenos y oxigenos,
tienen la misma férmula C22H18010; ademas las 3 estructuras se encuentran

esterificadas al acido galico.

Las otras 7 estructuras poseen el mismo numero de carbonos, y varian las
posiciones de los grupos hidroxilos; la cuarta, quinta, sexta, séptima y décima
molécula: (+) - galocatequina (ZINC3870338), compuesto principal del té verde;
leucocianidol (ZINC 3591028), relacionado con las leucoantocianidinas, se puede
encontrar principalmente en Anadenanthera peregrina; (2S, 3S, 4R) -2- (3,4-
dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,5,7-tetrol (ZINC968223), presente en
Anadenanthera peregrina, derivado de leucocianidol; melacacidina (ZINC 4933656),
relacionado con las leucoantocianidinas, presente en Acacia crassicarpay (2R, 3S,
4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,7,8-tetrol (ZINC 14436085)
presente en Anadenanthera peregrina, estan unidas a 6 grupos funcionales -OH y
su formula es la misma (C15H1407). La octava molécula Afzelequina
(ZINC968078), es un flavan-3-ol que se puede encontrar en Bergenia ligulata, su
formula es (C15H1405), posee 5 grupos funcionales -OH y la novena molécula
Catequina (ZINC 119983), pertenece al grupo de los flavonoides es un antioxidante
polifendlico con la formula (C15H1406) esta unida a 5 grupos hidroxilos. Ademas,
las 10 primeras moléculas coinciden que todas poseen en la posicién 3 del tercer

anillo aromatico un grupo hidroxilo como se indica en la figura 5.

1.- o 2.- .
| .
(+) - Epicatequina-3-galato (-) - Galato de catequina
3.- 4.-
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5.-
T po
Leucocianidol 2S, 3S, 4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -3,4-
dihidro-2H-cromeno-3,4,5,7-tetrol
1.- 8.-
9.-

Catequina

(2R, 3S, 4R) -2- (3,4-dihidroxifenil) -
3,4-dihidro-2H-cromeno-3,4,7,8-tetrol

Figura 5: Estructuras quimicas de las 10 moléculas con mayor energia de unién.
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Por otro lado, las moléculas con menor afinidad a la enzima TEM-1 de E. coli

presentan las siguientes caracteristicas estructurales. Las Ultimas cinco moléculas,

son similares, son estereoisomeros. Las moléculas (2R, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-
dihidro-2H-cromen-3-ol (ZINC 33669819) y (2S, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-

2H-cromen-3-ol (ZINC 381763), derivados de la catequina, tiene un grupo hidroxilo

y su formula es (C16H1603). Las dultimas tres moléculas trans-3-flavanol
(ZINC381762); trans — (+) 3-flavanol (ZINC4649471) y cis — (+) — 3-flavanol

(ZINC33899502), se encuentran distribuidas en ciertos alimentos, tales como:

semillas, flores, soja, frutas, verduras, tés, vino y cervezas, poseen un grupo

hidroxilo y la misma férmula (C15H1402) como se indica en la figura 6.

40.-

(2R, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-
2H-cromen-3-ol

(2S, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-
2H-cromen-3-ol

42.-

trans-3-flavanol

43.-

trans - (+) 3-flavanol

44 -

cis - (+) - 3-flavanol

o%‘ g

i a”’
o-=

/
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Figura 6: Estructuras quimicas de las 5 moléculas con menor energia de unién.
Fuente: Autora

Adicionalmente se analiz6 la energia de union de los controles positivos utilizados
en esta investigacion, conocidos como inhibidores de la beta-lactamasa, segun los
resultados utilizados en este estudio con el programa Autodock Vina, al comparar
las energias de los controles positivos: acido clavulanico (-5.8 Kcal/mol), sulbactam
(-6.3 Kcal/mol) y tazobactam (-5.8 Kcal/mol) con la primera molécula, la energia que
muestra (+) - Epicatequina-3-galato es 8.3 Kcal/mol, las energias de union de esta

molécula superan a los controles positivos.
Andlisis de interacciones entre catequinas y la enzima TEM-1

Ademads, se realizo el andlisis de interaccion de las 5 mejores moléculas con TEM-
1 para observar las interacciones entre estas moléculas y los aminoacidos del centro

activo de la enzima y que tipos de enlaces forman.

La primera molécula (+) - Epicatequina-3-galato, tuvo la mejor interaccién molecular
en el sitio activo de la enzima TEM-1, con una energia (-8.7 Kcal/mol) formo6 3
puentes de hidrégeno convencionales, dos de ellos parten del grupo hidroxilo de la
posicion 3, el uno se une a la Lys 73 con una distancia de 2.49 A y el otro se une a
la Ser130 con una distancia de 1.75 A, el tercer puente de hidrégeno se forma entre

un enlace éster y la Arg 243 con una distancia de 2.57 A.

Ademas, formd cinco interacciones no polares, un enlace Pi-cation, entre el amino
de la Arg 243 y el anillo aromético de la molécula, también se dio una interaccién
desfavorable aceptor-aceptor, entre el oxigeno fendlico de la (+) - Epicatequina-3-
galato con el enlace peptidico de la Met 129, una interaccion pi-pi en forma de T
entre los dos grupos aromaticos y la Tyr 105 y dos enlaces pi-alquilo entre el anillo
aromatico del acido gélico y la Val 216 y Ala 237 como se refleja en la figura 7.
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Figura 7: Analisis de Interaccion de 3-galocatequina, molécula con mayor energia
de unién con TEM-1.

Fuente: Autora

La segunda molécula (-) - Galato de catequina con una energia de -8.4 Kcal/mol
forma de igual manera que la primera molécula tres puentes de hidrégeno
convencionales, el primero parte de un grupo hidroxilo de la posicién 3 del acido
galico de la molécula y se une a la Met 129 con una distancia de 1.86 A, el segundo
se forma entre un enlace hidroxilo en la posicién 3 y la Asn132 con una distancia de
2.60 Ay el dltimo puente de hidrégeno se forma entre un hidroxilo en la posicién 4

y una Ser130 con una distancia de 1.94 A.

Adicionalmente tiene tres interacciones no polares, una interaccion pi-pi en forma
de T entre los dos grupos arométicos y la Tyr 105 y dos enlaces pi-alquilo entre el

anillo aromatico y la Val 216 y Ala 237 como se refleja en la figura 8.
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Figura 8: Analisis de Interaccion de la segunda molécula con mejor energia.
Fuente: Autora

La tercera molécula (+) - Galato de catequina, con una energia de -8.3 Kcal/mol,
formd 2 puentes de hidrogenos convencionales, los dos parten del &cido gélico,
interaccionan los hidroxilos de la posicion 2 y 3 con la Asn 132, la union de la
posicion 2 tiene una distancia de 2.51 A y el de la posicion 3 tiene una distancia de
2.43 A,

Formé también 4 interacciones no polares, una interaccion pi-pi en forma de T entre
el anillo aromético del acido galico y la Tyr 105 y tres enlaces pi-alquilo entre los

anillos aromaticos y la Ala 237, Val 216 y Pro 107 como se refleja en la figura 9.
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Figura 9: Analisis de Interaccion de la tercera molécula con mejor energia.
Fuente: Autora

La cuarta molécula (+) - Galocatequina con una energia de -7.9 formé 4 puentes de
hidrogeno: 2 de ellos con el mismo aminoécido, la Asn132 se une al hidroxilo de la
posicion 2 a una distancia de 2.26 A y al hidroxilo de la posicién 3 a una distancia
de 2.55 A. El tercer puente de hidrégeno se forma entre un enlace hidroxilo en la
posicion 4 y la Ala 237 a una distancia de 2.11 A y el Gltimo puente se forma entre

un enlace hidroxilo y la Met 129 a una distancia de 2.27 A.

Adicionalmente tiene muy pocas interacciones no polares, una interaccion pi-pi en
forma de T entre el primer y tercer anillo aromatico de la estructura, como se refleja

en la figura 10.
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Figura 10: Analisis de Interaccion de la cuarta molécula con mejor energia.
Fuente: Autora

Y por ultimo la quinta mejor molécula Leucocianidol, tiene una energia de 7.9
Kcal/mol, forma 8 puentes de hidrogeno convencionales, el primero se da entre un
enlace hidroxilo de la posicion uno del primer anillo y la Arg 243 a una distancia de
2.30 A, el segundo y tercero interacciona un hidroxilo ubicado en la posicién uno del
segundo anillo con la Arg 243 a una mayor distancia de 5.76 A y con la Val 216 a
una distancia de 1.92 A, el cuarto puente de hidrogeno se forma entre un enlace
hidroxilo en la posicion dos del segundo anillo y la Ser130 a una distancia de 2.37
A. El quinto y sexto puente de hidrogeno se da entre el grupo hidroxilo de la posicion
dos del tercer anillo con la Lys 73 a una distancia de 2.56 A y la Asn132 a una
distancia de 1.80 A y los dos dltimos puentes de hidrogeno se originan entre el
mismo grupo hidroxilo de la posicion tres del tercer anillo con el mismo aminoécido

Asn132, el uno a una distancia de 2.21 A y el otro a una distancia de 2.90 A.

Ademas, posee 4 interacciones no polares, dos enlaces pi-alquilo entre el primer
anillo aromatico con la Met 270 y Ala 237, una interaccion pi-pi en forma de T entre

el tercer grupo aroméatico y la Tyr 105 y un enlace desfavorable donador-donador
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entre el grupo hidroxilo de la posicidon uno del segundo anillo aromatico y la Ser 235

como se refleja en la figura 11.
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w Enlace carbono-hidrdgeno

[] Pi-alquilo

Figura 11: Analisis de Interaccién de la quinta molécula con mejor energia.

Fuente: Autora

Ademas, se realizo el andlisis de interaccion de los controles, en donde se observé

que el acido clavulanico formo6 3 puentes de hidrogeno convencionales, el primero

se dio entre un enlace de tipo éster y la Ser130 a una distancia de 2.56 A, el segundo

y tercero entre un hidroxilo con la Ala 237 a una distancia de 2.41 A y la Met 129 a

una distancia de 2.70 A.

También, se originé una interaccion desfavorable donador-donador y aceptor-

aceptor entre la Ser 235 y un enlace de tipo éster como se refleja en la figura 12.
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Figura 12: Andlisis de Interaccion del acido clavulanico.
Fuente: Autora

El sulbactam, formé dos puentes de hidrégeno convencionales, el uno entre un
enlace de tipo éster y la Ser 130 a una distancia de 2.13 A y el otro entre un grupo
hidroxilo y la Ala 237 a una distancia de 2.42 A. También se dio una interaccién

desfavorable aceptor-aceptor entre en enlace éster y la Ser 235 como se refleja en
la figura 13.
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Figura 13: Andlisis de Interaccion del sulbactam.

Fuente: Autora

Y por ultimo el tazobactam, formé 4 puentes de hidrégeno convencionales, los dos

primeros se dieron entre el enlace hidroxilo con la Met 129 a una distancia de 2.18

A'y con la Ser130 a una distancia de 2.41 A y los otros dos se originaron entre el

nitrégeno con la Ala 237 a una distancia de 2.79 y con la Ser70 a una distancia de

2.86 A. Ademas, se dio

una interaccion no polar, un enlace pi-alquilo entre la

pentosay la Val 216 como se indica en la figura 14.
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Figura 14: Analisis de Interaccion del tazobactam.
Fuente: Autora

El andlisis de interaccidn de las 5 moléculas con menor afinidad por TEM-1

Para complementar el analisis comparativo de las catequinas se analizaron las
interacciones de las moléculas con menor afinidad por TEM-1. (2R, 3S) -7-metoxi-
2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol, con una energia de -6.5 Kcal/mol, no formé
ningun puente de hidrégeno convencional. Sin embargo, se dieron 2 interacciones
no polares, una interaccién pi-pi en forma de T entre el primer y tercer anillo
aromatico y un enlace pi-par solitario entre el tercer anillo aromatico y la Ala 237

como se indica en la figura 15.
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Figura 15: Analisis de Interaccion de la molécula ZINC33669819 con menor energia

Fuente: Autora

(2S, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol, con una energia de -6.4

Kcal/mol, no formé ningun puente de hidrogeno convencional, sin embargo, se

dieron tres enlaces pi-alquilé uno entre el primer anillo aromatico y la Pro 107, otro

entre el tercer anillo y la Ala 237 y el ultimo entre como se refleja en la figura 16.
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Figura 16: Analisis de Interaccion de la molécula ZINC 381763 con menor energia
Fuente: Autora

Trans-3-flavanol, con una energia de -6.3 Kcal/mol, formé un puente de hidrégeno
convencional entre la Arg 243 y un enlace de tipo éster con una distancia de 5.77
A, ademas se dieron dos enlaces pi-alquild, el primero entre el primer anillo
aromatico y la Ala 237 y el segundo entre el tercer anillo aromatico y la Val 216,

como se refleja en la figura 17.
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Figura 17: Andlisis de Interaccion de la molécula ZINC 381762 con menor
energia.

Fuente: Autora

Trans - (+) 3-flavanol con una energia de -6.2 Kcal/mol, no formd un puente de
hidrégeno convencional, sin embargo, formo varias interacciones no polares, dos
enlaces pi-alquilo, el primero entre el primer anillo aromatico y la Ala 237 y el
segundo entre el tercer anillo aromatico y la Val 216, una interaccion donador-
donador desfavorable entre el grupo hidroxilo del segundo anillo aromatico y la Arg
243 y un enlace pi-cation, entre el amino de la Arg 243 y el tercer anillo aromatico

de la molécula como se refleja en la figura 18.
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Figura 18: Andlisis de Interaccion de la molécula ZINC 4649471 con menor energia.

Fuente: Autora

Y por ultimo la molécula cis - (+) - 3-flavanol, con una energia de -6.0 Kcal/mol no

formo ningun puente de hidrogeno, pero tiene 3 interacciones no polares. Una

interaccion pi-pi en forma de T entre un grupo aromatico y la Tyr 105, dos enlaces

pi-alquilo entre un anillo aromatico y la Val 216 y la Ala 237 como se refleja en la

figura 19.
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Figura 19: Andlisis de Interaccion de la ZINC 33899502 con menor energia.
Fuente: Autora

Prediccion de las propiedades ADME de las catequinas

Para complementar la informacion de las 5 moléculas con mayor energia de union
adicionalmente se realiz6 la prediccion de sus propiedades ADME en el programa
Swiss ADME para evaluar la probabilidad de que se puedan convertir en farmacos,

encontrando de esta manera los siguientes resultados:

Las tres primeras moléculas: (+) - epicatequina-3-galato, (-) - galato de catequina y
(+) - galato de catequina tienen las mismas caracteristicas farmacocinéticas:
absorcién gastrointestinal baja, no son permeables a través de la barrera
hematoencefélica, no son sustrato de la glicoproteina P y no inhiben a ningln

citocromo.
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Las siguientes moléculas: (+) — galocatequina y leucocianidol presenta las
siguientes caracteristicas: absorcion gastrointestinal alta, no son permeables a
través de la barrera hematoencefélica, no son sustrato de la glicoproteina P, no

inhiben a ningun citocromo.

Y en cuanto a la probabilidad de que puedan convertirse en un farmaco, en las
reglas de Lipinski las cinco primeras moléculas tienen una violacion debido a que

poseen mas de 5 grupos donadores de puentes de hidrogeno como se refleja en la

tabla 2.

Tabla 2: Caracteristicas farmacocinéticas de las 5 mejores moléculas

1

2

3

4

5

ZINC4544252

ZINC8681494

ZINC4534390

ZINC3870338

ZINC3591028

ABSORCION G

Baja

Baja

Baja

Alta

Alta

PERMEABILIDAD BHE

No

No

No

No

No

SUBSTRATO DE LA gp-P

No

No

No

No

No

CYP1A2 inhibitor

No

No

No

No

No

CYP2C19 inhibitor

No

No

No

No

No

CYP2C9 inhibitor

No

No

No

No

No

CYP2D6 inhibitor

No

No

No

No

No

CYP3A4 inhibitor

No

No

No

No

No

Lipinski

Si; 1violacién: NHorOH>5

Si; 1 violacién: NHorOH>5

Si; 1violacién: NHorOH>5

Si; 1violacién: NHorOH>5

Si; 1 violacién: NHorOH>5

Del mismo modo, de las 5 ultimas moléculas con menor energia, se realizé la
prediccion de las propiedades ADME vy la probabilidad de que pueda convertirse en
un farmaco en el programa Swiss ADME, encontrando de esta manera los

siguientes resultados:
Las moléculas 40 y 41 (2R, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol) y
(2S,3S)-7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol

gastrointestinal alta, son permeables a través de la barrera hematoencefélica, no

presentan: absorcion
son sustrato de la glicoproteina P, no inhiben a los citocromos CYP1A2, CYP2C9,
y CYP3AA4, pero si inhiben a los citocromos CYP2C19 y CYP2D6.

Las moléculas 42,43 y 44: trans-3-flavanol, trans - (+) 3-flavanol, cis - (+) - 3-flavanol
tienen las mismas caracteristicas farmacocinéticas y probabilidad de que sean un

farmaco: absorcion gastrointestinal alta, son permeables a través de la barrera
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hematoencefalica, no son sustrato de la glicoproteina P, no inhiben a los citocromos
CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 y CYP3A4, pero si inhiben al citocromo CYP2D6.

En cuanto a las reglas de Lipinski las cinco ultimas moléculas no tienen ninguna

violacién como se refleja en la tabla 3.

Tabla 3: Caracteristicas farmacocinéticas de las 5 moléculas con menor energia.

40

41

32

43

a4

ZINC33669819

ZINC381763

ZINC381762

ZINC4649471

ZINC33899502

ABSORCION Gl

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

PERMEABILIDAD BHE

Si

Si

Si

Si

Si

SUBSTRATO DE LA gp-P

No

No

No

No

No

CYP1A2 inhibitor

No

No

No

No

No

CYP2C19inhibitor

Si

Si

No

No

No

CYP2C9inhibitor

No

No

No

No

No

CYP2D6inhibitor

Si

Si

Si

Si

Si

CYP3A4 inhibitor

No

No

No

No

No

Lipinski

Si; Oviolacion

Si; Oviolacion

Si; Oviolacion

Si; Oviolation

Si; Oviolation

l1l. 2 DISCUSION

Las catequinas son un tipo de antioxidantes polis fendlicos que provienen de las
plantas, este término se utiliza para referirse a la familia de los flavonoides y al
subgrupo de los flavan-3-oles, son compuestos que se encuentran repartidos en
gran medida en la naturaleza, mayoritariamente en el vino y el cacao. Epicatequina
es el compuesto mayoritario en frutas, en cambio el galato de catequina aparece
principalmente en las hojas del té verde.

Diferentes investigaciones cientificas reportan una gran variedad de compuestos
fendlicos disponibles en el reino vegetal, la presencia de estos grupos hidroxilos en
las catequinas y sus derivados muestran actividad antioxidante efectiva en estudios
in vitro e in vivo. Hoy en dia esta clase de sustancias fitoquimicas son altamente
interesantes por su contenido nutricional, debido a que ayudan y contribuyen a
mantener la salud del ser humano, por otra parte, las catequinas han demostrado

tener actividad antibacteriana (50).

En los ultimos afos, el incremento desmedido de la resistencia de las bacterias a

los antibioticos ha generado fallas terapéuticas, por lo que se ha visto necesario
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buscar e investigar nuevas sustancias y moléculas con una gran relacion en su

farmacodinamia y farmacocinética.

Nuevos estudios se delimitan en la busqueda de inhibidores que sean capaces de
ejercer una accion sobre la totalidad de las beta-lactamasas. Si bien es cierto, no
se ha obtenido una eficacia del 100% debido a que cada vez aparecen nuevos tipos
de enzimas bacterianas con la capacidad de inactivar a los medicamentos, sin
embargo, se han conseguido grandes avances que ayudan en este tipo de
resistencia, asi como también, la combinacion adecuada con diversos

betalactamicos ha aumentado su potencial uso clinico.

Hasta donde conocemos, existen relativamente pocos trabajos que hayan evaluado
nuevos inhibidores de TEM-1. Uno de estos estudios expuso que los boronatos
biciclicos tienen la capacidad de inhibir la accidn de beta-lactamasas de los grupos
de Ambler (Clase A, B, C y D), tales como TEM-1, los nuevos inhibidores de
betalactamasas pertenecen al grupo de boronatos ciclicos como: taniborbactam,
vaborbactam y QPX 7728 (51,52).

Los resultados de la presente investigacion indican que las catequinas que se
encuentran esterificadas con el acido galico presentan mayor energia de union al

centro activo de la enzima TEM-1 de E. coli.

Aunque no se ha reportado estudios con catequinas y TEM-1, diferentes estudios
han demostrado que algunas catequinas presentan actividad bactericida sobre E.
coli, siendo mas efectiva la epigalocatequina la cual inhibe el crecimiento de
diferentes bacterias con concentraciones, dosis y tiempos de exposicion menores

gue la catequina (53).

El andlisis comparativo de las catequinas con mayor afinidad muestra que la
presencia de hidroxilos favorece la accion inhibitoria sobre la enzima TEM-1 de E.
Coli. Aparentemente en las 10 moléculas con mejor energia de union sus
numerosos grupos hidroxilos benefician la union de los ligandos al centro activo de
la enzima TEM-1 de E. coli. Al comparar con las 5 moléculas con menor energia se

puede observar que estas presentan muy pocos grupos hidroxilos, lo que podria
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explicar su menor energia de union. Sin embargo, estos resultados deberan ser

corroborados con programas adicionales.

Por otra parte, al realizar el analisis de interaccion de las 5 mejores moléculas con
la enzima TEM-1 de E. coli: (+) - Epicatequina-3-galato, es la molécula con mayor
energia y mejor interaccion molecular en el sitio activo de la enzima, formé varias
interacciones como puentes de hidrégeno convencionales y varios enlaces no

polares lo que le coloc6 en un primer lugar.

Las otras 2 mejores moléculas: (-) - Galato de catequina y (+) - Galato de catequina
de igual manera formaron varios puentes de hidrégenos convencionales y enlaces
no polares, ademas las 3 primeras moléculas tienen en comun la esterificacion con

el acido gélico lo que ayuda a que tengan mejor energia de unién.

Las 2 moléculas restantes con mejor energia (+) — Galocatequina y Leucocianidol,
no se encuentran esterificadas al acido galico, sin embargo, forman mas puentes
de hidrégeno que las 3 primeras moléculas y varios enlaces no polares, lo que les

ayuda a estar entre las mejores moléculas.

Se debe tener en cuenta que en las 5 mejores moléculas la presencia de los puentes
de hidrogeno favorece la energia de union debido a que estos puede aportar
alrededor de 2 Kcal/mol, ademas que las distancias de los puentes de hidrégenos

generados son menores a 3.5 A lo que ayuda a que sea una interaccion efectiva.

Al comparar las cinco moléculas con mayor energia de union y las cinco moléculas
con menor energia de unién, se puede observar que la molécula con menor energia
como; trans-3-flavanol, presenta un solo puente de hidrégeno convencional con una

distancia mayor a 3.5 A lo que no favorece la interaccion para la energia de union.

Por otra parte, las cuatro ultimas moléculas restantes: (2R, 3S) -7-metoxi-2-fenil-
3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol; (2S, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol;
trans - (+) 3-flavanol y cis - (+) - 3-flavanol no presentan ningun puente de hidrogeno,

por lo que su energia de union disminuye, colocandose entre las Gltimas moléculas.

En cuanto a las propiedades ADME de las 5 mejores moléculas: (+) - epicatequina-
3-galato; (-) - galato de catequina y (+) - galato de catequina presentan las mismas
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caracteristicas farmacocinéticas, su absorcion gastrointestinal es baja. Esto puede
ser beneficioso, cuando se precise que este compuesto especificamente actué en
infecciones localizadas en el tracto gastrointestinal para minimizar la posibilidad de

efectos adversos sistémicos.

Las moléculas (+) — galocatequina y leucocianidol, tienen una absorcion
gastrointestinal alta, esto puede ser Gtil cuando se quiere que actle para una

infeccidén que se requiera accion sistémica (54).

Por otra parte, ninguna de estas cinco moléculas atraviesa la barrera
hematoencefélica, lo que impide que estas moléculas lleguen al cerebro, esto puede
ser beneficioso en infecciones que no involucren el SNC ya que al no atravesar la
barrera hematoencefalica se reduce la probabilidad de reacciones adversas en el

sistema nervioso central (55).

En el programa utilizado para evaluar estas moléculas, Swiss ADME, en cuanto a

la glicoproteina P que analiza es la humana mas no la bacteriana.

La glicoproteina P esta presente en las bacterias y en nuestras células, el papel que
cumple es detoxificar las células de varias moléculas incluyendo antibiéticos. Estas
a veces juegan en nuestra contra, porque si se requiere que un farmaco actue sobre
bacterias intracelulares, estas glicoproteinas P pueden reducir la concentracion

efectiva del farmaco en la célula (56).

En el caso de las 5 mejores moléculas evaluadas en este estudio, al no ser sustratos
de la glicoproteina P muestra un perfil adecuado y ademas hay que considerar que

E. coli no es una bacteria intracelular.

También se debe tener en cuenta que los citocromos son enzimas que metabolizan
varios farmacos, si alguna de estas moléculas fueran inhibidores de algun citocromo
y el paciente estaria medicado con otro fdrmaco que sea metabolizado por el
citocromo podria generar interacciones. Sin embargo, en el caso de estas moléculas
ninguna inhibe alguan citocromo, al igual que los inhibidores de las beta-lactamasa,
por lo tanto, aparentemente se podria administrar de ser el caso concomitantemente

con otros farmacos que sean metabolizados por estos citocromos (57).

Marfa Nicole Luzuriaga Blandin 61



Universidad
Catolica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

En cuanto a las propiedades de una molécula para que pueda ser considerada un
farmaco, es importante tener en cuenta la “regla de cinco” de Lipinski. Esta
establece que para que un compuesto pueda ser suministrado por via oral debe

cumplir con las siguientes condiciones:
1. Poseer un peso molecular por debajo de 500
2. Poseer un coeficiente de particion octanol-agua debajo de 5
3. No tener mas de 5 atomos donadores de puentes de hidrégeno
4. No tener mas de 10 atomos aceptores de puentes de hidrégeno (58).

En esta investigacion, las 5 mejores moléculas: (+) - Epicatequina-3-galato; (-) -
Galato de catequina; (+) - Galato de catequina; (+) — Galocatequina y Leucocianidol
violan a una de las reglas de Lipinski, tienen mas de 5 donadores de puentes de

hidrégeno, esto se debe a que son moléculas muy hidroxiladas.

Sin embargo, no se podria descartar que estas moléculas si podrian funcionar como
inhibidores de la TEM 1 por via oral, de hecho, la gran mayoria de antibiéticos como:
amikacina, gentamicina, tobramicina, cefalexina, cefuroxima, ceftriaxona, cefepime,
entre otros violan las reglas de Lipinski también y sin embargo son antibitticos

aprobados.

En el caso de las 5 ultimas moléculas incluidas en este estudio: (2R, 3S) -7-metoxi-
2-fenil-3,4-dihidro-2H-cromen-3-ol;  (2S, 3S) -7-metoxi-2-fenil-3,4-dihidro-2H-
cromen-3-ol; trans-3-flavanol; trans - (+) 3-flavanol y cis - (+) - 3-flavanol ninguna
presenta violaciones de las reglas de Lipinski, esto se debe a que son moléculas
pocas hidroxiladas, es por eso que su absorcion es alta, lo que no seria tan
adecuado si se quisiera que actué especificamente para tratar infecciones en el

tracto digestivo, pues se absorberia mucho compuesto.

Ademds, estas moléculas atraviesan la barrera hematoencefélica, o que podria

generar reacciones adversas en el sistema nervioso central.

También estos compuestos al inhibir los citocromos, presentan un inconveniente,

pues si se llegara a administrar concomitantemente con otros farmacos que sean
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metabolizados por los citocromos podrian generar interacciones con diferentes

consecuencias.
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V.1 CONCLUSIONES

v' Se realiz6 el estudio in silico de catequinas vegetales frente a la enzima beta-
lactamasa TEM-1 de Escherichia coli. El analisis, demostré que las catequinas,
especialmente las que se encuentras esterificadas al acido galico efectivamente
inhiben a la enzima TEM-1. Los estudios de acoplamiento molecular de las
catequinas en la enzima TEM-1 de E. coli presentaron energias de enlaces
favorables, como son las cinco mejores moléculas con energias de -8.7 a 7.9
kcal/mol. De esta manera, las catequinas tienen afinidad e inhiben dicha enzima.
Las cinco mejores moléculas fueron: (+) - epicatequina-3-galato, (-) - galato de
catequina, (+) - galato de catequina, galocatequina y leucocianidol. En el andlisis
de interaccién entre la enzima TEM-1 y las catequinas con mayor afinidad, se
pudo observar que dichas moléculas formaron varios puentes de hidrégeno
favorables que aportaron las kcal necesarias para la energia de union. Ademas,
se dieron varias interacciones no polares, que ayudan a potenciar la efectividad
de las catequinas. Con respecto a las propiedades farmacolbgicas de las
catequinas con mayor afinidad por la enzima TEM-1, al predecir la absorcion,
distribucion, metabolismo, eliminacion y reglas de Lipinski se puede decir que
presentan un perfil farmacolégico seguro, pudiendo llegar a ser una opcion
terapéutica eficaz. Por lo tanto, especialmente (+) - epicatequina-3-galato

merece estudios adicionales para confirmar los resultados del presente trabajo.
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IV.2 RECOMENDACIONES

v' Evaluar las moléculas en programas adicionales que emplean otros algoritmos

para poder corroborar estos resultados.

v' Realizar estudios adicionales de dinamica molecular para evaluar la estabilidad

del complejo formado por la enzima TEM-1 y las catequinas con mejor energia.

v' Se recomienda dar continuidad a esta investigacion empleando especialmente
las cinco moléculas con mayor energia de union con TEM-1 para realizar
estudios in vitro e in vivo y determinar su potencial farmacoterapéutico y para

demostrar la eficacia y seguridad de los mismos.
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ABREVIATURAS

A: Angstroms

ACE: Enzima convertidora de angiotensina

ADME: Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion.
Arg: Arginina

Asn: Asparagina

BLEE: Beta-lactamasa de espectro extendido
DAEC: Escherichia coli de adherencia difusa
DHFR: Enzima dihidrofolato reductasa

E. coli: Escherichia coli

EAEC: Escherichia coli enteroagregativa

EC: Epicatequina

ECG: Galato de epicatequina

ECST: Escherichia coli shigatoxigénica

EGC: Epigalocatequina

EGCG: Galato de epigalocatequina

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica

EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva

EPEC: Escherichia coli enteropatégena

ETAs: Enfermedades transmitidas por los alimentos
ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica

INSPI: Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica
ITU: Infecciones del tracto urinario

KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
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Lys: Lisina

Met: Metionina

MNEC: Escherichia coli causante de meningitis/septicemias
MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

NDM: Nueva Delhi metalo-beta-lactamasa

PBPs: Proteinas fijadoras de penicilinas

PDB: Protein Data Bank

PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de las plaguetas
PPARYy: Receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma
Pro: Prolina

ROS: Especies reactivas de oxigeno

Ser: Serina

SHU: Sindrome Hemolitico Urémico

Tyr: Tirosina

UPEC: Escherichia coli uropatogena

Val: Valina
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