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RESUMEN

La Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria gram negativa, bastante conocida en
areas de estudio de farmacia y microbiologia debido a la inmunidad que presenta ante los
antibidticos y a las numerosas enfermedades que esta puede ocasionar. El proposito de
este estudio es realizar acoplamiento molecular con el fin de identificar potenciales
farmacos contra esta bacteria entre los metabolitos secundarios presentes en frutos rojos,
especificamente en el arandano. Para este estudio se escoge la ureasa, la cual es una de
las proteinas mas importantes de la H. pylori, debido a que es la encargada de mantener
el pH 6ptimo para que la bacteria no muera en el ambiente &cido presente en el estbmago.
Para la modelacion de las moléculas se utilizaron los programas Maestro, MarvinSketch
y Avogadro. Se incluyo el efecto del pH mediante el calculo de las protonaciones
respectivas de la proteina y de los treinta y nueve metabolitos considerados.
Consecuentemente se procedio a realizar el acoplamiento molecular por medio de
AutoDock Vina 1.1.2. Se encontraron los mejores resultados de energia de afinidad (EA)
para flavonoides y antocianinas contenidas en la fruta, tales como isorhamnetin 3-O-
rutindsido, con una EA de -8.9 kcal/mol, como el valor de EA més alto. EI mecanismo de
acoplamiento es no competitivo y su EA es incluso mayor con respecto a compuestos
actualmente estudiados para la inhibicion o la actividad antiadherente frente a la H. pylori,
como la molécula daphnetin, que revela una EA de -6.6 kcal/mol. Por lo tanto, se predice
posible capacidad antiadherente contra esta importante bacteria para diferentes

metabolitos contenidos en los frutos rojos.

Palabras clave: Helicobacter pylori, acoplamiento molecular, ureasa, metabolitos

secundarios, actividad antiadherente, flavonoides, antocianinas.

ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram negative bacterium well known in pharmacy
and microbiology due to the immunity that it presents against antibiotics and the
numerous diseases than it can cause. The purpose of this study is to use molecular docking
in order to find potential drugs against this bacterium among secondary metabolites

present in red fruits, specifically in blueberry. Urease was chosen as the focus of this



study, because it is one of the most important H. pylori proteins, due to its role in
maintaining optimal pH so that the bacterium does not die in the acidic environment
present in the stomach. Molecular models were built using Maestro, MarvinSketch and
Avogadro. The effect of pH was included by calculating the respective protonation states
of the protein and of the thirty-nine metabolites considered. Consequently, docking was
performed using AutoDock Vina 1.1.2. The best results regarding affinity energy (AE)
were found for flavonoids and anthocyanins contained in the fruit, such as isorhamnetin
3-O-rutinoside, with an AE of - 8.9 kcal/mol, as the highest AE value. The mechanism is
non-competitive and its AE is even higher compared to compounds currently studied for
the inhibition or non-stick activity of H. pylori, such as daphnetin, which reveals an AE
of -6.6 kcal/mol. Therefore, potential non-stick activity against this important bacterium
is predicted for different metabolites contained in the red fruits.

Keywords: Helicobacter pylori, docking, urease, secondary metabolites, non-stick

activity, flavonoids, anthocyanins.

INTRODUCCION

Las bacterias posiblemente son los microorganismos unicelulares mas antiguos de la
tierra. Son procariotas, organismos muy pequefios y técnicamente sencillos, que no
cuentan con un ndcleo definido (Granados y Villaverde, 1997)(Monge-Najera et al.,
2002). También son consideradas como un conjunto de cepas con ciertas propiedades
comunes (Garcia Lozano 2014). Existen tres formas caracteristicas en las que podemos
diferenciar, desde un microscopio éptico, a las bacterias; clasificandose como esféricas o
“cocos”, cilindricas o “bacilos” y espirales o “espiroquetas”, con tamafios de 0,5a 1 um,
0,5a20 um, 1 a 100 um respectivamente. Su reproduccion es por fision binaria, forma
asexual que se caracteriza por la division de la célula madre en dos células hijas (Castro
2014). En un ambiente adecuado, con las condiciones ideales para el microorganismo,
una sola bacteria generaria miles de trillones descendientes en un dia, debido a que se

podria dividir cada veinte minutos (Monge-Najera et al. 2002).

Las bacterias tienen diferentes funciones benignas en el ser humano. Estas bacterias son

conocidas como probidticos (J. Robert, O’Brien y Subak-Sharpe 2001). La mayoria se



encuentran en la flora intestinal, pero también comparten el ambiente con bacterias que
pueden llegar a ser patdgenas si estas crecen sin control (Watson y Smith 2007),
conllevando al padecimiento de infecciones. El consumo de antibi6ticos genera un
desequilibrio en el cuerpo humano debido a que estos rompen la barrera protectora que
implementa el microbioma, favoreciendo de esta manera el crecimiento
desproporcionado de bacterias peligrosas, de tal forma que el cuerpo empieza a producir
endotoxinas (Ingraham, Ingraham y Prentiss 2004).

Un ejemplo de bacterias que generan infecciones es la bacteria gramnegativa
Helicobacter pylori (H. pylori), que se caracteriza por poseer una forma espiral
pleomorfica, con una longitud de 3 um y un diametro curvo de 0,5 um_(Castro 2014). Se
caracteriza ademas por producir en abundancia la enzima ureasa (Rugeles Lopez 2009):
la H. pylori dedica hasta un 15 % del esfuerzo de sintesis proteica para su generacion
(Macenlle Garcia 2007). Esta enzima es la encargada de convertir la urea en amoniaco,
compuesto basico que neutraliza la acidez, lo que permite a la bacteria crecer en medios

muy acidos (Castro 2014).

Gracias a estas caracteristicas puede sobrevivir facilmente en el estomago humano, siendo
reconocida actualmente como la principal causante de enfermedades como la gastritis,
Ulceras y el cancer de estomago (Chen et al. 2018). Estudios confirman que la H. pylori
genera el 6,1 % de las infecciones en la mucosa géastrica normal, donde el mayor
porcentaje de afectacion pertenece a la gastritis antral difusa, con un 84,9 %, seguida de

la Glcera gastrica, con un 72,2 % (Bravo et al. 2003).

A continuacién, se presenta un diagrama de flujo (Figura 1) de las enfermedades
producidas debido a la adquisicion de la H. pylori, donde se muestra el lineamiento
ascendente de la categorizacion de la enfermedad, debido a su tenacidad. Esta
representacion es conocida como hipdtesis de la génesis del cancer gastrico (Pifiol

Jiménez y Paniagua Estévez 1998).
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Figura 1. Hipdtesis de la génesis del cancer gastrico asociado a la infeccion (Pifiol

Jimeénez & Paniagua Estévez, 1998).

La infeccion de H. pylori es un tema de vital importancia debido a su gran distribucion
mundial, en donde los paises en via de desarrollo son los méas afectados en comparacion
a los desarrollados (Castro 2014). Se estima que mas del 50 % de la poblacion mundial
esta infectada: de en un 20 a un 50 % en los paises desarrollados, y de un 70 a un 90 %
en naciones en desarrollo (Morales Saavedra 2017). En Latinoamérica y el Caribe
prevalece en un 60 a 63 % de contagiados (Stein et al. 2013). Esta gran distribucion
mundial se debe en gran medida a que se puede adquirir muy facilmente, debido a que se
ingiere por via oral-oral o fecal-oral, y se relaciona estrechamente con la contaminacién

de agua, de alimentos, y calidad de vida (Eslick 2019).

El tratamiento de esta infeccion busca erradicar el microorganismo y permitir la cura de
la Glcera. La terapia tradicional de primera linea es una semana de terapia triple
consistente en los antibioticos amoxicilina y claritromicina, asi como un inhibidor de

bomba de protones como omeprazol (Castro 2014). Este procedimiento y otros



tratamientos similares han presentado un descenso en su efectividad, debido a la

resistencia a los antibioticos que la bacteria ha desarrollado (Pérez 2016).

Actualmente, para poder combatir estas adversidades se utilizan métodos con regimenes
de farmacos triples o cuadruples (Abangah et al. 2019), los cuales presentan resultados
esperanzadores en la erradicacion del 90 % de los casos, utilizando la combinacion de un
Inhibidor de la Bomba de Protones (IBP), amoxicilina y levofloxacino (Saez 2008). Sin
embargo, presentan la desventaja de afectar significativamente el equilibrio bacteriano,
provocando asi en el paciente una exposicion mayor a la infeccién por hongos o levaduras
(Werner 1973). Esto es debido a las afectaciones generadas en el pH y la disponibilidad
de oxigeno en el cuerpo, lo que facilita la aparicion de posibles enfermedades (Tortora,
Funke, y Case 2007).

Por lo anterior, debido a la gran exposicion que la persona presenta en este tipo de
tratamientos, se han estudiado otros métodos de control de la H. pylori, provenientes de
productos naturales (Coté et al. 2010). Estos sefialan a los metabolitos secundarios
derivados de plantas o frutos medicinales como los responsables de resultados favorables.
Los flavonoides en particular presentan actividad antihepatotdxica, antiinflamatoria,
antialérgica, antitumoral, antibacteriana, antifingica, antivirica, y un alto interés
farmacoldgico respecto a la inhibicion enzimatica (Tomas- Barberan et al. 1994). Por
consiguiente, los flavonoides se han convertido en el enfoque de estudios analiticos,

bioguimicos y biologicos (Castifieiras Campos, Alfonso Vazquez Lopez 2004).

Los flavonoides son compuestos fendlicos diaril-propanicos, es decir, su estructura es del
tipo C6-C3-C6, con dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una cadena
de 3 carbonos ciclada a través de un oxigeno (Paul M. Muchinsky 2012), como se muestra

en la figura 2.
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Figura 2. Estructura de la flavona, nucleo de los flavonoides.

Los flavonoides se encuentran distribuidos en gran proporcion en la mayoria de los
alimentos y en plantas vasculares (Garcia Alonso y Rivas Gonzalo 2002), como por
ejemplo en frutas, verduras y en bebidas como el vino y la cerveza (Mina Editores 2017);
en la modernidad se cuenta con més de 5.000 flavonoides diferentes (Cordova Frunz
2018). Al evaluar la cantidad de flavonoides ingeridos por un individuo, se estima un
consumo de 23 mg/dia, de los cuales 16 mg/dia corresponden a la quercitina (Martinez-
Florez et al. 2002). La ingesta recomendada de flavonoides es de 35 a 150 mg/dia que es
equivalente a 1 a 2 mg/kg (T¢llez Villagomez 2014) (Vicente-Vicente, Prieto y Morales
2013).

En la Tabla 1 se observa la cantidad de flavonoides en mg/kg o mg/L que proporcionan

algunos alimentos.

Tabla 1. Contenido promedio de flavonoides en los alimentos (T¢llez Villagomez,

2014).
Contenido de flavonoides Alimento
Bajo Col, zahanahoria, café, champifiones, duraznos, jugo de naranja,
i ino bl

< 10 mykg o molL espinacas, vino blanco

Medio Manzanas, alubias, uvas,lechuga, pimientos rojos, vino tinto,
fresas, té, jitomate, chocolate
10 a 50 mg/kg 0 mg/L J

Alto Brocoli, apio, moras, cebollas, soya

> 50 mg/kg 0 mg/L » 4P, ’ d

Debido a las propiedades con las que los flavonoides cuentan, actualmente se estan
aprovechando la amplia gama de bases de datos (Maté 2017) estructurales e informaticas
presentes hoy en dia para su caracterizacion especifica. EI enfoque es proporcionar la
informacion necesaria para realizar diferentes estudios que orienten el descubrimiento de
drogas mediante la evaluacién de caracteristicas tedricas (Monasterios, Amesty y
Avendafio 2012) de afinidad e inhibicion de una molécula frente a un objetivo en

especifico (Martinez M. y Gonzalez-Mendoza 2016), como por ejemplo la inhibicion de
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la adherencia de la H. Pylori a la mucosa géastrica (Hughes 2008) (Cava y Cobas 2003).
Entre estas investigaciones se encuentran estudios de acoplamiento molecular (docking)
para los metabolitos quercetina (Xiao et al. 2012) y morin (Kataria y Khatkar 2019) con
la ureasa de H. Pylori, donde ambos estudios muestran la afinidad que estas moléculas

pequefias presentan frente a la ureasa.

El docking o acoplamiento molecular es una herramienta computacional utilizada para
pronosticar energias de afinidad, probables interacciones y configuraciones geométricas
de complejos ligando - proteina (Velasquez et al. 2013), a través de la proposicion de
modelos de union entre las dos moléculas (Prieto-Martinez, Arciniega y Medina-Franco
2018), con el objetivo de generar una serie de configuraciones candidatas y evaluarlas
mediante funciones de puntuacion para poder elegir los candidatos con la mayor energia
de afinidad (Schleinkofer, Wang, y Wade 2006).

De lo anterior se desprende la importancia del docking para la biologia molecular
(Ocampo Lopez, 2018) y la sintesis de farmacos (Prieto-Martinez y Medina-Franco 2018)
(Saldivar-Gonzalez, Prieto-Martinez y Medina-Franco 2017) debido a su principal labor,

la cual se basa en brindar las uniones ligando-proteina (Velasquez et al. 2013).

Los andlisis basados en computadora de interacciones moleculares se vuelven cada dia
mas importantes y posibles (Lengauer y Rarey 1996) dado el gran avance tecnolédgico de
computadoras personales con alto poder de computo. En base a la informacién aqui
expuesta se espera que los metabolitos secundarios del arandano presenten una amplia y
favorable inhibicion ante la ureasa debido a que moléculas similares provenientes de otras
especies de origen vegetal (Gutiérrez 2019) han sido evaluadas positivamente. Para
corroborar esta hipotesis respecto a la interaccion entre los metabolitos secundarios del
arandano y el centro activo de la ureasa, modelaremos el posible acoplamiento con la
ureasa de una serie de metabolitos secundarios obtenidos en frutos rojos, especificamente

en el arandano, con posibles actividades antiadherentes frente a Helicobacter pylori.
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METODOLOGIA

Se llevo a cabo una busqueda especifica en bases de datos tales como ScienceDirect,
Scopus, y SciFinder" acerca de estudios de docking frente a la H. pylori. Entre los criterios
de buasqueda se incluyeron metabolitos secundarios con alguna posible actividad
bioldgica contenidos en frutos rojos, especificamente en la chagalapoli, la cual es similar
en el contenido fendlico al ardndano (Vaccinium corymbosum) (Joaquin-Cruz et al. 2015).
Se encontraorn reportes como el de Joaquin-Cruz y colaboradores (2015) acerca de la
caracterizacion del contenido de antocianinas y fenoles de la fruta chagalapoli (Ardisia
compressa K.) y el estudio de Wang y colaboradores (2014) acerca de la actividad
antioxidante de la antocianinas y flavonoides de la baya de Vaccinium uliginosum.

Después de identificar los metabolitos (ver Figura 3) se procedié a verificar su
protonacion a pH 7 usando el programa MarvinSketch (Chemaxon 2014), ya que este es
el pH al que funciona la proteina ureasa. Seguidamente, se usé Avogadro (Hanwell et
al.2012) para optimizar las estructuras (metabolitos secundarios) en 3D de los ligandos
por medio de campos de fuerza UFF (Hanwell et al.2012) y generar las estructuras
iniciales en formato de AutoDockTools 1.5.6 (Morris et al. 2009). Figura 3 se muestran

las formulas estructurales de estos 39 metabolitos.

Isorhamnetin 3-O- Peonidin-3-O- Apigenina 7- Petunidina-3-O-
rutinosido glucdsido glucésido glucdsido


http://ezproxy.javeriana.edu.co:2048/login?url=https://scifinder.cas.org/scifinder/
http://ezproxy.javeriana.edu.co:2048/login?url=https://scifinder.cas.org/scifinder/
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Figura 3. Estructuras moleculares de los 39 metabolitos secundarios del ardndano
considerados en este estudio a un pH = 7. C = esferas grises, O = esferas rojas, H =

esferas blancas.

En cuanto a la enzima ureasa del H. pylori se encuentran los siguientes datos: esta
compuesta de dos subunidades, a(26-31 kDa) y B(61-66 kDa), y se ha demostrado que
forma un complejo supramolecular dodecamérico (12 subunidades) de subunidades a-f3
repetidas. Cada par acoplado de subunidades tiene un sitio activo, para un total de 12

sitios activos (Ha et al. 2001). En la Figura 4 se observa uno de sus 12 sitios activos.

Figura 4. Sitio activo de la proteina ureasa de la Helicobacter pylori.

En una busqueda en el Protein Data Bank (PDB) (HM Berman et al. 2000) se encontraron
dos estructuras cristalograficas referentes a la proteina ureasa de H. pylori: ID 1E9Y y
1E9Z. Consecutivamente se observaron las estructuras por medio del programa PyMOL
(Schrodinger 2012) para asi diferenciar o tener una idea mas adecuada de la similitud que

estas presentan y determinar la mejor proteina para llevar a cabo el docking. La 1E9Y y
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1E9Z presentaron una desviacion cuadratica media muy baja entre las posiciones de sus
atomos, con un valor de 0.250 A, es decir que la mayoria de sus 4tomos se encuentran

cercanamente superpuestos entre si, como se ilustra en la Figura 5.

Figura 5. Alineamiento de las estructuras (1E9Y y 1E9Z) cristalogréaficas de la proteina

ureasa.

Por medio de PyMOL (Schrodinger 2012) se observd que la proteina 1IEQY presenta su
sitio activo expuesto (Figura 6), a diferencia de la 1E9Z en la cual esta totalmente cerrado.

Por esta razon la proteina escogida para realizar el acoplamiento molecular fue la 1IE9Y.



18

aminoacidos carrespondientes

n Posicion de cada uno de los
al sitio activo.

Figura 6. Proteina 1E9Z y 1E9Y con su sitio activo interno y expuesto.

Por medio del programa Maestro 12.3 (Schrddinger 2020) con la funcion de protein
preparation wizard se alined la molécula, se asignaron érdenes de enlace, se agregaron
hidrogenos faltantes, se ajusto la carga, se eliminaron las moléculas de agua y se ajusto
al pH en el que funciona la proteina. Por ultimo, se removieron del centro activo dos
iones de niquel (1) (NI13001 y NI13002) coordinados por His 136, His 138, Kcx 219, His
248, His 274, Asp 362, y agua [67e69]) (Cui et al. 2012) y se sustituyd el residuo de lisina

carbamilada (Kcx) en la posicion 219 por una lisina ordinaria.

Luego se paso a definir la rejilla, esto es, el espacio cubico en el que se encierra el sitio
de unidn para establecer en donde se presentan los posibles acoples ligando-proteina. La
rejilla establecida por medio del programa AutoDockTools 1.5.6 (Morris et al. 2009) se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Rejilla utilizada para realizar el acoplamiento molecular. Distancia en

angstrom.

GRID (A)
Centro en x = 127.201 Longitud en x = 36

Centro eny = 123.041 Longitud eny = 36

Centro en z = 87.458 Longitud enz = 36

Luego de tener la proteina y todos los ligandos se procedié a realizar el docking en
AutoDock Vina 1.1.2 (Trott 2010). Para la busqueda conformacional se utilizo el
Lamarckiano, el cual es un algoritmo genético, y la afinidad se determiné en funcion de
la energia libre, por medio de una funcion de evaluacion basada en campos de fuerza de
mecanica molecular. El procedimiento se efectda por medio de los siguientes pasos:

a. Se crea una carpeta para cada uno de los metabolitos a trabajar, las cuales

contendrén la proteina y el ligando en la extension .pdbqgt.

b. Generar un archivo .txt con el grid correspondiente.
C. Ejecutar la aplicacién simbolo de sistema del computador.
d. Llamar por medio de comandos de llamada la carpeta de cada metabolito y la del

programa AutoDock vina 1.1.2 (Trott 2010).

Como analisis extra se calcularon por medio de la pagina SwissADME los parametros
farmacocinéticos de nuestros mejores ligandos, con el fin de predecir la toxicidad
generada frente a la inhibicién de las isoenzimas CYP, sustrato P-gp, absorcion
gastrointestinal (HIA) y barrera hematoencefalica (BBB). El sustrato P-gp se calculd
mediante el modelo SVM, mientras que el HIA y BBB se calculan por medio de
descriptores fisicoquimicos (WLOGP y TPSA, por lipofilia y polaridad aparente) que se
predicen por el modelo del huevo cocido (BOILED-EgQ).
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A partir de los calculos de acoplamiento entre la proteina y los diferentes ligandos, se

obtuvo la afinidad de acoplamiento de los ligandos ante ureasa de la H. pylori, los

resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados del acoplamiento de metabolitos secundarios con ureasa de H.

pylori (Codigo PDB: 1E9Y). Fuente del organismo: Vaccinium myrtitullus.

Programa: AutoDock Vina 1.1.2.

Ligando Afinidad Ligando Afinidad
(kcal/mol) (kcal/mol)

Isorhamnetin 3-O-rutindsido -8,9 Siringetin-3-O-hexosido -1,7
Peonidin-3-O-glucdsido -8,6 Delfinidina-3-O-glucdsido -1,7
Apigenina 7-glucésido -8,5 Acido clorogénico -7,6
Petunidina-3-0-glucdsido -8,5 Isovitexina -7,5
Petunidina-3-O-galactosido -8,4 Nicotiflorina -7,5
Cianidina-3-O-arabinosido -8,4 Orientin -7,5
Peonidina-3-O-galactosido -8,3 Acido hidroxioleandlico -7,5
Delfinidin-3-O-galactdsido -8,3 Vacinosido -7,5
Peonidina-3-0-arabindsido -8,2 Acido-3-O-cumaroilquinico -7,4
Cianidina-3-O-glucoésido -8,2 Isoorientina -7,4
Laricitrina-3-O-hexésido -8,2 Acido cafeoilquinico -7,3
Malvidina-3-O-glucdsido -8,1 Quercetina 3-O-pentosido -7,3
Malvidina-3-O-galactosido Acldo-5-0-

-8,1 cumaroilquinico -7,2
Delfinidina-3-
acetilglucdésido -8,1 Acido cumaroilglucérico -7,2
Delfinidina-3-0-arabindsido -8,1 Miricetina-3'-glucésido -7,1
Andromeddsido -8,1 Miricetina-3-O-galactosido -7,1
Malvidina-3-O-arabinosido -7,9 Catechina -7,1
Cianidina-3-O-galactosido -7,9 Gardenosido -6,8
Peonidina-3-O-arabindsido -7,8 Acido hidroxursolico -6,8
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Rhamnetin 3-O-rutindsido -7,8 Daphnetin -6,6

Los treinta y nueve metabolitos presentaron afinidades que brindan perspectivas
favorables, debido a que todos ellos superan en afinidad a la molécula Daphnetin, que
actualmente es considerado como un ligando con resultados altamente favorables en la
inhibicion de la H. pylori (Wang et al. 2019). El metabolito secundario Isorhamnetin 3-
O rutinésido presentd la mayor afinidad, con una energia de afinidad igual a -8.9
kcal/mol, seguido de Peonidin-3-O-glucoside, Apigenina-7-glucosido, Petunidina-3-O-
glucoside, Petunidina-3-O-galact6sido, Cianidina-3-arabin6sido, que presentaron
energias menores correspondientes a -8.6 kcal/mol, -8.5 kcal/mol, -8.5 kcal/mol, -8.4
kcal/mol, -8.4 kcal/mol, respectivamente.

El arandano aporta 6 % de polifenoles, 1 % de vitamina C, 5 % en carbohidratos, 2 % de
(4cido galico (anti-inflamatorio), 3 % y un 4 % de fibra (Bustillo 2018). Por su parte, se
ha reportado previamente que el arandano presenta actividad inhibitoria frente a H. pylori.
Especificamente, se encuentran reportes que muestran una inhibicion de la adhesion
(Burger et al. 2002), supresién microbiana (Matsushima et al. 2008) y sensibilidad ante
esta bacteria (Shmuely et al. 2004), donde se observa primordialmente la
permeabilizacion de la membrana, a tal punto que evita su crecimiento (Shmuely,
Domniz, y Yahav 2016). Estos resultados pueden ser debidos a las favorables afinidades
a la enzima ureasa que muestran cada uno de los metabolitos contenidos en el fruto, esto
a causa de que significativamente la afinidad de inhibicion se mantiene en un intervalo
de [-6.8 a -8.9] kcal/mol. Probablemente estas propiedades no sean debidas a un solo
metabolito, si no a la accion, posiblemente sinérgica, de mas de uno de ellos, al ser
ingeridos en conjunto al consumir la fruta, manejando asi expectativas muy favorables en

el ambito de investigacion.

En cuanto a los modos de unidn, asi como las interacciones presentes entre los residuos
y los metabolitos con las tres mejores afinidades y el Daphnetin, se presentan en las
Figuras 7 a 10. Por medio de Maestro (Schrodinger 2020) y la herramienta “simulation
interactions diagram” se registraron 10s diagramas de interaccion ligando-proteina, con el

fin de poder verificar qué tipo de inhibicion pueden presentarse en estos acoplamientos.
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Figura 7. Interacciones ligando-proteina que presenta el Isorhamnetin 3-O-rutinésido.
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Figura 10. Interacciones ligando-proteina que presenta el Daphnetin.

En las Figuras 7 a 10 se observan los residuos o aminoacidos mas cercanos a la posicion

del centro de union que presentaron una mejor inhibicion frente a la ureasa de la H. pylori,

donde estos se encuentran a una distancia maxima de 4 angstroms, es decir, una distancia

que garantiza que se consideran todas las interacciones intermoleculares que se pueden

presentar entre el ligando y los residuos de la proteina. Las primeras interacciones

presentes en el acoplamiento se clasifican como interacciones electrostaticas o tipo de
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puente salino, es decir las interacciones entre dos cargas. Estas interacciones son aquellas
que se presentan a una larga distancia para las cuales su estabilidad depende del pH al
que se encuentre la proteina, debido a que sus cargas pueden variar referente a este. Luego
se encuentran interacciones hidrofobicas donde se muestra que la molécula (ligando)
interactua por su(s) lado(s) no polares con lados no polares de los residuos. También se
observan las interacciones polares, las cuales son las més abundantes debido a que las
moléculas se atraen cuando su extremo positivo (cargado parcialmente positivo) se une
con uno negativo (cargado parcialmente negativo) de la otra molécula. Finalmente, se
tienen los puentes de hidrogeno convencionales en donde un H enlazado a un dtomo

electronegativo (O, N o F) interactGa con un atomo electronegativo de la otra molécula.

Los residuos cercanos al ligando mostrados en las Figuras 7 a 10 presentan interacciones
con cuatro amino&cidos presentes en el sitio activo para los 3 metabolitos que presentaron
la mayor energia de afinidad y para el prospecto de inhibidor Daphnetin; entre estos se
encuentran His 138, His 248, His 274, Asp 362. Estos ligandos, hasta donde se observa
en la Figura 11, se quedan en la entrada del sitio catalitico, y apenas alcanzan a tener
interacciones con los residuos cataliticos mas expuestos al solvente, es decir los mas
externos, por consiguiente en este caso los modelos tridimensionales adquiridos
concuerdan con un modelo de inhibicién mixta 0 mayoritariamente no competitiva como
lo demuestran estudios realizados por medio de cinética respecto a la inhibicién a través
de flavonoides de metabolitos secundarios frente a la ureasa de la H. pylori (Kataria y
Khatkar 2019) (Xiao et al. 2012).

La unién del Isorhamnetin 3-O rutindsido a la ureasa de la H. pylori se da mediante la
interaccion con 23 residuos: Asp 223, Asp 165, Asp 362, Gly 279, Gly 280, His 221, His
248, His 138, His 274, His 322, Thr 170, GIn 364, Ser 141, Asn 168, Arg 338, Pro 163,
Met 366, Ala 169, Ala 365, Val 320, Met 317, Cys 321, lle 140. Mientras que el
Daphnetin presenta interaccion con 16 residuos: Asp 362, Glu 222, Asp 223, Gly 280,
Gly 279, His 322, His 138, His 274, His 248, His 221, Asn 168, Arg 338, Cys 321, Ala
169, Ala 365, Met 366. Por lo tanto, la abundancia en el nimero de interacciones puede
explicar el orden de afinidad, ya que a mayor nimero de interacciones mayor es el ajuste

complementario entre el farmaco y el receptor (Dawson y Taylor 2003) (Battista 2013)
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Peonidina-3-O-glucésido Daphnetin

Figura 11. Unidn ligando-proteina (ureasa de la H. pylory) en 3D.

Al verificar el tipo de interaccion de los aminoacidos del sitio activo el Asp 362 presenta
una interaccion electrostatica y en uno de los casos forma un puente de hidrogeno,
mientras que las His 138, His 248, His 274 presentan interacciones polares e interacciones
por puentes de hidrogenos unidos a los enlaces O-H que se encuentran en los extremos

de los metabolitos.

Por dltimo, y aunque no se tenia presupuestado desde el anteproyecto, incluimos
resultados acerca de la prediccion de la estabilidad y citotoxicidad de los metabolitos
secundarios mas promisorios de este estudio (altas afinidades) por medio de parametros

farmacocinéticos, ver Tabla 4.
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Tabla 4. Resultados de farmacocinética en los tres mejores metabolitos.

Pardmetros Isorhamnetin ~ Peonidin-3-O-  Apigenina 7-
Farmacocinéticos 3-O-rutinosido glucosido glucdsido
Absorcidn gastrointestinal Bajo Bajo Bajo
BBB permeante No No No
Sustrato P-gp Si No Si
Inhibidor de CYP1A2 No No No
Inhibidor de CYP1A2 No No No
Inhibidor de CYP1A2 No No No
Inhibidor de CYP1A2 No No No
Inhibidor de CYP1A2 No No No
Log Kp (permeacion de la piel) -10,11 cm/s -9,62 cm/s -7,65 cm/s

Con base a la tabla 4 los tres metabolitos debidamente bosquejados en SwissADME
(Daina, Michielin y Zoete 2017) presentan una absorcién gastrointestinal baja y un BBB
permeante negativo debido a su alta polaridad, en donde BBB permeante es un criterio
que implica que la molécula puede llegar a penetrar al cerebro.

Peonidin-3-O-glucosido a diferencia del Isorhamnetin 3-O-rutindsido y la Apigenina 7-
glucésido presenta una interaccién positiva respecto al sustrato P-gp, debido a que esta
altima molécula es la encargada de la proteccion del sistema nervioso central (Szakacs et
al. 2008), del cuerpo (Hospital Infantil de México 2008) y de la desintoxicacion del
organismo de sustancias altamente toxicas, es decir reduce o suprime significativamente
la existencia de xenobidticos (Mendoza Patifio 2008). Pero en desventaja, la P-
glucoproteina (Pgp) se encuentra en gran proporcion en tejidos cancerosos, donde se
deduce su potencial resistencia a tratamientos farmacomedicinales (Beas-Zarate, C.,
Urefia-Guerrero ME., Rivera-Cervantes MC., Pallas-Lliberia M. 2010). Por ultimo,
respecto a la inhibicion frente a las isoenzimas CYP, ninguno de los tres metabolitos
presenta un resultado afirmativo, por consiguiente, genera resultados aceptables debido a
que la inhibicion de estas conduce a afectaciones no deseadas y posiblemente toxicas
(Kirchmair et al. 2015).
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Por lo tanto, de acuerdo a estos parametros farmacocinéticos, los tres mejores metabolitos

presentan buenas expectativas, debido a su nula toxicidad a pesar de su baja absorcion.

CONCLUSIONES

Los célculos de Docking entre la ureasa de la H. pylori y 39 metabolitos secundarios
presenten en frutos rojos permitieron determinar compuestos con gran afinidad por dicha
proteina. Especificamente Isorhamnetin 3-O rutinésido (-8.9 kcal/mol), Peonidina-3-O-
glucésido (-8.6 kcal/mol) y Apigenina 7-glucésido (-8.5 kcal/mol) con afinidades
mayores a la del Daphnetin (-6.6 kcal/mol). Se predice que el mecanismo de inhibicion
puede ser de tipo mixta 0 no competitiva, debido al acoplamiento externo del ligando.
Las interacciones hidrofobicas y polares son las que se presentan en mayor proporcion
entre los residuos del sitio activo de la proteina y los ligandos con los que presentd mayor
afinidad.

Hay una mayor abundancia en el nimero de interacciones entre el Isorhamnetin 3-O
rutindsido en comparacion del Daphnetin por lo tanto esta mayor abundancia puede
explicar una mayor afinidad.

Finalmente, los célculos de parametros farmacocinéticos revelan que los tres mejores
metabolitos muestran resultados favorables debido a que presentan una minima toxicidad

respecto a las isoenzimas propuestas en el programa SwissADME (Daina et al. 2017).

RECOMENDACIONES

Realizar célculos posteriores de dindmica molecular para evaluar la estabilidad en el
tiempo del acoplamiento. Asi mismo, ampliar la base de ligandos presentes en la familia

de los frutos rojos.
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