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RESUMEN

Los metabolitos secundarios que predominan en el género Crofon son los diterpenos de
tipo clerodano, a los cuales se les han atribuido diversas actividades biologicas, entre
ellas citotoxica, antiangiogénica y antibacteriana. Croton morifolius es un arbusto
empleado en la medicina tradicional para el tratamiento de afecciones como gastritis y
amigdalitis y padecimientos que pueden asociarse con diversos procesos infecciosos. En
este trabajo se estudio las subfracciones enriquecidas y los clerodanos puros presentes en
la raiz de C. morifolius, con el objetivo de identificar compuestos de interés quimico y
evaluar su potencial antibacteriano in silico e in vitro. El andlisis fitoquimico, realizado
mediante técnicas cromatograficas (CCF y CC) y espectroscopicas (RMN de 'H y *C),
permiti6 la identificacion de diterpenos del tipo seco furano-clerodano reportados en esta
especie, asi como el triterpeno acido acetil aleuritdlico por primera vez en C. morifolius.
Adicionalmente, se evaluaron las propiedades fisicoquimicas, toxicologicas, el perfil
ADME vy el espectro de actividad bioldgica de los compuestos. En las predicciones in
silico, los compuestos 29, 31 y 32 mostraron propiedades fisicoquimicas compatibles con
un perfil farmacocinético favorable para administracion oral, mientras que el compuesto
30 mostr6 alta lipofilia e insolubilidad para esta via. En el perfil ADME, los cuatro
compuestos presentaron caracteristicas compatibles con la viabilidad farmacocinética, 29
mostrd riesgo de hepatotoxicidad. Los estudios de acoplamiento molecular (Docking)
predijeron que el compuesto 32 presenta la pose de unién mas eficiente en el sitio activo
de DNA girasa y FimH, ademads, este compuesto, al igual que el compuesto 30 exhibieron
valores de energia libre de union (AG) prometedores frente a TagU. Finalmente, en los
ensayos in vitro, la actividad inhibitoria dependi6 del método empleado: en difusion en
agar por disco y pozo no se observd inhibicion por parte de los compuestos puros (29-
32) frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en contraste, en difusion en agar
por gota todas las subfracciones, en sus diferentes concentraciones, mostraron actividad
inhibitoria frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, por su
parte, por macrodilucion no se observo actividad. En general, las fracciones gruesas del
extracto presentaron moderada actividad antibacteriana frente a E. coli, S. aureus y B.
subtilis; los compuestos 30 y 32 presentan potencial estructural y son candidatos a

optimizacion quimica.



1. Introduccion

1.1 Importancia de los productos naturales en la medicina

Desde su origen, el hombre ha mantenido una estrecha relacion con la naturaleza donde
encontrd el alimento, los recursos para construir su hogar y confeccionar su vestimenta,
ademas de ser fuente de vida para un sinfin de flora y fauna, también en ella hallo la

medicina para curar enfermedades y lesiones fisicas (Maldonado, C. et al., 2020).

Cuando el hombre a través de la observacion e instinto de supervivencia utilizaba hojas,
flores, frutos, semillas, corteza o raices de alguna planta silvestre para procurar su salud,
ademas de dar inicio a lo que se conoce como medicina tradicional, se empezd a
establecer una relacion empirica entre el tipo de planta y la actividad biologica atribuida
a cada una (Morales, M. E. et al., 2016). A partir de este conocimiento etnobotdnico surge
la farmacognosia, ciencia que investiga las sustancias de origen vegetal, incluyendo la
identificacion, aislamiento y caracterizacion de los compuestos quimicos, asi como su
potencial aplicacién en los campos de la terapéutica, la industria farmacéutica, de
alimentos y cosmética, entre otras; sin perder de vista el legado historico sobre el uso
tradicional de las materias primas de origen natural en su contexto socio-cultural (Landa,
J. et al., 2020). Por otro lado, el estudio de los compuestos quimicos sintetizados por el
metabolismo secundario de las plantas también resulta de gran interés para la fitoquimica
que estudia su estructura, biosintesis, distribucion natural y funcidon bioldgica con un
interés particular en su aplicacion a las ciencias farmacéuticas, pero también en otros
aspectos como la nutricion, ecologia, biologia vegetal, manejo y conservacion del
ambiente (Ringuelet, J. y Vifa, S. 2013). Aunque ambas disciplinas tienen enfoques

ligeramente diferentes, comparten el objetivo de mejorar la salud y el bienestar humano.

Se estima la existencia de 250,000 especies de plantas superiores donde solamente del

5% al 15% de estas especies han sido investigadas (Braz-Filho, 2010). En México, de las



30,000 especies de plantas registradas, se calcula que al menos el 50% se utiliza para
satisfacer alguna necesidad humana y las plantas medicinales ocupan el principal
porcentaje (Gheno, N. et al., 2011; Hernandez, T. et al., 2005). Asi mismo, la validacién
quimica, farmacoldgica y biomédica sdlo se ha llevado a cabo en 5% de estas especies
(Huerta, C. 1997; Alonso, J. 2003), excluyendo una amplia variedad de plantas, las cuales
poseen una abundante diversidad de compuestos quimicos desconocidos hasta el
momento, y que pueden constituir una valiosa fuente de materia prima para el desarrollo

de nuevos farmacos.

Por otro lado, mas del 25% de los medicamentos utilizados durante los ultimos 20 afios
derivan directamente de las plantas, mientras que otro 25% son derivados de productos
naturales, quimicamente modificados (Amin, R. et al., 2009). Es decir, las plantas pueden
ser fuente de agentes terapéuticos directos o se pueden emplear como materia prima para
la fabricacion de compuestos semisintéticos mas complejos o bien, las estructuras
quimicas derivadas de las sustancias vegetales pueden servir de modelos para nuevos
productos sintéticos, tal es el caso de los nuevos farmacos de origen natural para el
tratamiento del cancer y dolencias infecciosas que destacan con el 60% y 75%,
respectivamente (Newman, D. ef al., 2003). Aunado a esto, cerca del 25% de todas las
prescripciones médicas en los Estados Unidos incluyen sustancias naturales como
principio activo, obtenidas de plantas de regiones templadas y tropicales, y que
corresponden al valor estimado de 900 millones de dodlares en circulacion comercial
(Braz, R. 2010). No obstante, el impacto positivo de las plantas medicinales puede
trascender el ambito terapéutico y esto se evidencia en el pais de Costa Rica que
consciente de la importancia de las plantas, declar6 el 25% de su territorio como reserva
forestal, en virtud de un acuerdo firmado en 1991, por dos afios (Gamez, R. et al., 2024).
Mismo acuerdo que consistio en que el instituto nacional de biodiversidad de este pais
suministrara plantas y otros materiales a una compaiiia farmacéutica quien evaluaria las
posibilidades de aplicacion farmacéutica y agricola de las mismas. A cambio, la
compaiiia farmacéutica hizo investigaciones, se encargd de los gastos iniciales y
abandon¢ los derechos por la venta de productos que se elaboraron a partir del material
suministrado. Ademads, una parte de los fondos para la investigacion se destind a la

conservacion de la biodiversidad biologica (Olayiwola, A. 1993).



Por lo anterior, el estudio de los principios bioactivos de las plantas toxicas, medicinales
y aun de las que hasta ahora no han sido utilizadas con fines terapéuticos es un hecho
cientifico global que no solo trasciende en beneficio de la salud, sino también en el ambito
tecnologico, econdmico, social y como punto de partida en la proteccion de los

ecosistemas de un pais.

1.2 Metabolismo primario y secundario en plantas

El metabolismo primario es un conjunto de reacciones bioquimicas donde participan
enzimas que degradan moléculas grandes en moléculas mas simples (catabolismo), por
ejemplo, para obtener energia o bien, en reacciones de sintesis en las que moléculas
simples se unen para formar macromoléculas como proteinas, lipidos, DNA
(anabolismo). Tales reacciones se llevan a cabo en rutas metabolicas especificas como la
fotosintesis, ciclo de Krebs, ciclo de las pentosas, glucdlisis, o la via del shikimato, entre
otras (Ibafiez, N. 2014). Es por esta razéon que el metabolismo primario resulta ser

indispensable para el crecimiento, desarrollo y supervivencia de todos los seres vivos.

Las plantas, hongos y algunas bacterias, ademas del metabolismo primario, poseen el
metabolismo secundario cuyos productos son los “metabolitos secundarios”, estos
derivan de las rutas metabdlicas primarias antes mencionadas pero no en el sentido
estricto, sino que el metabolismo secundario usa productos del metabolismo primario o
también llamados “precursores biosintéticos” (fenilalanina, Acetil-CoA, 4cido
shikimico) como materia prima para la sintesis de sus metabolitos secundarios. Los
metabolitos secundarios no son esenciales para la vida de los organismos pero si les
proporcionan ventajas adaptativas en cuanto a la interaccion de estos con su entorno. Por
ejemplo, si bien es cierto que las plantas pueden poseer estructuras de defensa como
espinas, tricomas y pelos glandulares, también son capaces de sintetizar compuestos
quimicos que les proporcionan un sabor amargo, las hacen indigestas o venenosas y por
ende, estas actian como repelentes de patégenos que incluyen bacterias, virus, hongos y

las protege de herbivoros (insectos y mamiferos) o nematodos. Por otro lado, los



metabolitos secundarios proporcionan a las plantas una ventaja ante la competencia por
el espacio de suelo, la luz, nutrientes u otro tipo de estrés abidtico. Muchos de los
pigmentos y aromas que poseen las flores y frutos son resultado de la actividad de ciertos
metabolitos secundarios, lo cual también representa una ventaja en el éxito reproductivo
de las plantas cuando se trata de atraer insectos o animales polinizadores (Garcia, A. y
Carril, E. 2009). Es importante mencionar que estos metabolitos secundarios no estan
presentes en cualquier planta. Algunos s6lo se encuentran en una especie, en un género
o en una familia. Ademas, los metabolitos secundarios se caracterizan por su baja

abundancia en la naturaleza (Lustre, H. 2022).

La diversidad estructural y funcional de los compuestos o metabolitos secundarios
sintetizados por las plantas resulta de gran interés para investigadores de distintas ramas
del conocimiento tales como la bioquimica, biotecnologia y en mayor grado la industria
farmacéutica donde ademas de otras aplicaciones terapéuticas, se ha visto que los
metabolitos secundarios tienen el potencial de actuar contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas al alterar la estructura y funcion de la membrana celular e interferir en
procesos moleculares indispensables para la supervivencia de estas (Kasote, D. ef al.,

2015; Alvin, A. et al., 2014; Chitemerere, T. y Mukanganyama, S. 2014).

1.2.1 Principales compuestos quimicos aislados del género Croton

Entre los compuestos quimicos caracteristicos de Crofon que se han aislado mediante el
uso de técnicas convencionales de aislamiento, purificacion y elucidacion, encontramos
compuestos del tipo terpeno, en especial monoterpenos y diterpenos de esqueleto tipo
clerodano o tigliano (Barrera, C. et al., 2016). Por otro lado, estudios de Wen-Hui ef al.
(2018), concluyeron que los diterpenos (339 diterpenoides) son los compuestos que
predominan en el género Croton, seguidos de 24 compuestos diversos (que corresponde
a flavonoides, lignanos), 21 glucosidos, 8 alcaloides y 7 sesquiterpenoides (Figura 1).
Los diterpenos con esqueleto de clerodano, tigliano, kaurano, crotofolano y labdano se

encuentran entre los diterpenos aislados mas estudiados en especies de Croton (Figura
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2). Articulos de Lopes, E. ef al., 2012; Min Wu et al., 2022; Linphosan, C. et al., 2023,

también abordan lo previamente mencionado.

Figura 1. Principales compuestos aislados del género Croton en porcentaje. Tomado y

modificado de Wen-Hui Xu et al., 2018.

Figura 2. Tipos de diterpenos aislados del género Croton en porcentaje. Tomado y

modificado de Wen-Hui Xu et al., 2018.



1.3 Metabolitos secundarios: Terpenos

Los terpenos constituyen el grupo méas numeroso de metabolitos secundarios con hasta
55,000 moléculas reportadas (Brahmkshatriya, P. y Brahmkshatriya, P. 2013); su
estructura basica sigue un principio general que consiste en residuos de 2-metil-1,3-
butadieno, conocidos como unidades de isopreno (C5), que son moléculas compuestas
por 5 4tomos de carbono; razén por la cual también son conocidos como “isoprenoides”.
Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que contienen en:
hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
sesterpenos (C25), triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40), politerpenos (mas de 40
carbonos) (Ibafiez, N. 2014).

Los terpenos por lo general obedecen a la regla del isopreno, sin embargo, el
descubrimiento de un gran numero de compuestos con diversidad de grupos funcionales
ha suscitado el uso del término “terpenoides” (Villamizar, V. et al., 2010), pues ademas
de poseer diferentes grupos funcionales, un terpenoide contiene atomos de oxigeno,
mientras que un terpeno se refiere a un hidrocarburo con doble enlace entre algunos de

sus atomos de carbono e hidrogeno.

En plantas, los isoprenos bésicos para la sintesis de los terpenos son el isopentenil
difosfato (IPP) o su isémero dimetilalil difosfato (DMAPP). Para su sintesis existen dos
rutas diferentes que dependen del organismo y la estructura del producto final. En los
animales y en las plantas superiores, los sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos surgen
principalmente a partir de la ruta del mevalonato, que se lleva a cabo en el citoplasma,
mientras que los monoterpenos, diterpenoides y tetraterpenos se biosintetizan por la ruta
del 5-fosfato desoxixilulosa (DXP) que se lleva a cabo en los plastidos (Figura 3)
(Eisenreich, W. et al., 2001). Cabe mencionar que la ruta DXP es el primer precursor de
la ruta plasmidica del metileritritol 4-fosfato (MEP) de la sintesis de isoprenoides (Oya,

V. 2009). En las bacterias se utilizan ambas rutas (McMurry, J. 2008).



Figura 3. Sintesis de terpenos y su clasificacion segtn las unidades de isopreno que

contienen. Tomado y modificado de Garcia, A. y Carril, E. (2009).

Los monoterpenoides y sesquiterpenoides se encuentran principalmente en plantas,
bacterias y hongos, pero los terpenoides mas grandes se encuentran solo en plantas
(McMurry, J. 2008). Algunos ejemplos de la actividad bioldgica de los terpenos se

muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Terpenos y su actividad bioldgica.

Terpenos

Actividad biolégica

Monoterpenos
(C10)

El linalol (un terpeno con un grupo alcohol), componente de los aceites
esenciales de la lavanda (Lavandula angustifolia), es utilizado en
técnicas de aromaterapia generando impactos en el estado de animo
(Wendell, L. 2000; Poyton, C. et al., 2015), ademas de darle el olor
caracteristico a esta planta permitiéndole atraer polinizadores.

El limoneno y timol presentan actividad antiséptica (Gallegos, P. ef al.,
2019; Guijarro, M. et al., 2017), también actlian como defensa contra
depredadores herbivoros.

Sesquiterpenos
(C15)

(E)-B-cariofileno es producido por las raices de maiz contra los ataques
de herbivora de las larvas de Diabrotica virgifera (Zhang, Y. et al.,
2015).

El farnesol es un hidrocarburo encontrado en aceites esenciales en
distintas especies vegetales como la citronela y es utilizado en la
industria cosmética para resaltar aromas (Bandoni, A. 2003).

Diterpenos
(C20)

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas de crecimiento diterpenoides
tetraciclicos involucrados en varios procesos de desarrollo en vegetales
como el crecimiento del tallo, germinacion y maduracién del fruto
(Jordan, M. y Casaretto, J. 20006).

Dictyol C, dictyol H y dictyodial derivados de algas pardas Dictyota sp.
Evita que organismos marinos (anfipodos) se alimenten de estas algas
(Eksi, G. et al., 2020).

Acidos resinicos (diterpenos tipo abietano y pimarano), que se
encuentran principalmente en la oleorresinas de coniferas, tienen
propiedades insecticidas (Eksi, G. et al., 2020).




Terpenos Actividad biolégica

Triterpenos El acido betulinico presenta actividad antileucémica, antiviral VIH,
(C30) antimaldrica, entre otras (Cano, A. 2013).

B-caroteno, fuente de vitamina A (McMurry, J. 2008).

Tetraterpenos Los carotenoides son tetraterpenos constituidos por unidades multiples
(C40) de isopreno con un anillo de ciclohexano sustituido e insaturado en cada
uno de los extremos. Existen dos tipos de carotenoides: los carotenoides,
que no contienen oxigeno en sus anillos terminales y las xantofilas que
si los tienen (Jauregui, M. et al., 2011).

De manera general, los terpenos y terpenoides constituyen una clase heterogénea de
sustancias naturales que abarca compuestos aromaticos volatiles, compuestos
poliméricos, sistemas aciclicos, mono-, bi-, tri- y tetraciclicos, hidrocarburos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, epoxidos, éteres, acidos carboxilicos y ésteres, compuestos
heterociclicos, insolubles o muy poco solubles en agua (Ibafiez, N. 2014) pueden
encontrarse en fuentes vegetales libres o formando glucésidos (especialmente los

triterpenos) en cuyo caso son llamados saponinas (Marcano, D. y Hasegawa M. 2002).

1.3.1 Diterpenos

Los diterpenos son compuestos organicos que constan de cuatro unidades de isopreno por
lo que su estructura molecular estd formada por un total de veinte 4tomos de carbono.
Son compuestos especialmente abundantes en el reino vegetal, sin embargo, también
estan presentes en las algas pardas, invertebrados marinos, esponjas de mar, hongos
inferiores, briofitas y en algunos insectos como las termitas como quimicos de defensa

(Evans, 2008; Hajnos, 2008; Sobotnik et al., 2010; Zi et al., 2014).



Los diterpenos se clasifican principalmente segiin su estructura quimica, en términos del

numero de anillos que contienen; en aciclicos y ciclicos (Tabla 2).

10



Tabla 2. Clasificacion de diterpenos (Eksi, G. ef al., 2020)

Tipo de esqueleto

Diterpeno Esqueleto tipo Estructura quimica
P carbonado 1 P 1
FltOl HO/\)\/\/'\/\)\/\)\
Aciclicos Lineal 1
Geranilgeraniol )\/\/K/\)\/\/K/\OH
2
Monociclico Retinol-vitamina A MOH
3
Labdano
Biciclicos
Clerodano
5
Abietano
Triciclicos
Ciclicos .
Pimarano
kaurano
Tetraciclico
Beyerano
Cembreno
Macrociclico
Tigliano
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1.3.1.1  Diterpenos del tipo clerodano

El grupo de diterpenos de tipo clerodano incluye mas de 800 compuestos, siendo Croton
una de las principales fuentes de estos compuestos. Un nimero significativo demostrd
tener actividad antimicrobiana (Murthy, M. et al., 2005) psicotropica (Shirota, O. et al.,
2006), antiulcerosa (Brasil, D. et al., 2008), antitumoral (Ravikumar, Y. et al., 2010),
anticancerigena (Jamora, C. et al., 2001), gastroprotector (Hiruma, L. et al., 2000) y
antiinflamatoria (Benrezzouk, R. et al., 1999; Soares, B. et al., 2014; Tian, J. et al., 2017),
siendo el género Croton una de las principales fuentes de estos compuestos, los cuales se
han aislado de diferentes partes de la planta y de los aceites esenciales de algunas
especies. El esqueleto basico de los diterpenos de clerodano se divide en dos fragmentos:
un anillo decalino fusionado (C1-C10) y una cadena lateral de seis carbonos en C-9 (C-
11-C-16, con C-16 unido a C-13, es decir, 3-metilpentilo). Los cuatro carbonos restantes
(C-17-C-20) estan unidos en C-8, C-4, C-5y C-9, respectivamente, en el sistema decalina

(Li, R. et al., 2016).

Se han aislado un total de 105 diterpenos de tipo clerodano en especies del género Croton
los cuales se agrupan en cuatro diferentes tipos de estructuras (I-IV) segun el tipo de

cadena lateral unida al C-9 (Junior, S. et al., 2006; Li, R. et al., 2016):

Tipo I (48 compuestos): con una cadena lateral basada en 2-etilfurano en C-9. Cuando
visto de una manera simplista, se ha insertado un 4&tomo de oxigeno entre C-15y C-16 de

una cadena lateral de 3-metilenpent-4-eno.

Tipo II (43 compuestos): llevan una cadena lateral basada en 3-etil-2-butenolida en C-9,
con varios anillos que contienen 4tomos de oxigeno o dobles enlaces en diferentes

posiciones.

Tipo III (5 compuestos): los compuestos de este grupo se caracterizan por una cadena
lateral basada en 5-(3-furil)-8-valerolactona en C-9, junto con anillos de lactona y epoxi,
grupos hidroxi y acetoxi, asi como dobles enlaces. Tanto los compuestos de tipo I como

los de tipo III contienen un anillo de furano en la cadena lateral C-9, pero a diferencia de
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los compuestos del tipo I, los compuestos del tipo III presentan un anillo de 17,12-6-
lactona. Asi mismo, la posicion 17 es generalmente un grupo metilo libre en los
compuestos de tipo I, mientras que en los compuestos del tipo III, la posicion 17 esta

incorporado al anillo de d-lactona como el grupo carbonilo.

Tipo IV (9 compuestos): se caracterizan por tener una cadena lateral aciclica en C-9.

Figura 4. Tipos estructurales de clerodanos aislados del género Croton.

1.3.1.2  Diterpenos del tipo clerodano aislados de Croton y su actividad
biologica

De la parte area de Croton laui se aislaron dos diterpenos del tipo clerodano: crotonolide
A (12) (Figura 5) el cual mostro actividad citotoxica moderada contra las lineas celulares
HL-60 (leucemia promielocitica humana) y P-388 (leucemia murina) y crotonolide G

(13) (Figura 5) que exhibi¢ actividad antibacteriana (Liu, C. ef al., 2014).
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Del extracto de metanol (MeOH) de la parte aérea de Crofon yanhuii se obtuvieron dos
diterpenos de clerodano nombrados como crotonpenos A (14) y B (15) (Figura 5), los
cuales resultaron ser potencialmente utiles para el tratamiento médico de la enfermedad

de Alzheimer (Sun, Y. et al., 2014).

De las raices de Croton crassifolius, especie ampliamente distribuida en el sur de China,
Laos, Tailandia y Vietnam, se aislaron los compuestos crassifolina A (16), B (17) y F
(18) (Figura 5) los cuales mostraron actividad antiangiogénica (Wang, J. et al., 2015).
Del extracto de acetona de las raices de esta misma especie se obtuvo el compuesto
crasina H (19) (Figura 5) eficiente contra la linea celular humana A549 (Yuan, Q. et al.,
2017). Asi mismo, el compuesto crassifolius A (20) (Figura 5) de C. crassifolius mostro

citotoxicidad contra células tumorales del higado humano Hep3B (Tian, J. et al., 2017).

Los compuestos korberina A (21) y B (22) (Figura 5) aislados del extracto de metanol
(MeOH) de la corteza de Croton lechleri mostraron inhibicion detectable del crecimiento

de Bacillus subtilis (Cai, Y. et al., 1993).
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Figura 5. Estructuras del tipo clerodano aisladas de especies de Croton.

1.3.2 Diterpenos del tipo tigliano aislados de Croton y su actividad bioldgica

Aunque los diterpenos del tipo clerodano son los més abundantes en este género, también
se han aislado diterpenos con esqueleto tigliano de algunas especies de Croton como el

13-O-acetilforbol-20-oleato (23) (Figura 6) aislado de las semillas de Croton tiglium, el
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cual mostr6 actividad citotoxica frente a la linea celular de tumor hepatico SNU387

(Zhang, X. et al., 2013).

El 12-O-decanoil-7-hidroperoxi-forbol-5-eno-13-acetato (24) (Figura 6) el cual se
obtuvo del extracto de acetato de etilo (EtOAc) de las hojas de Croton mauritianus,

inhibi6 la muerte celular inducida por el virus chikungunya (Corlay, N. et al., 2014).

A partir del extracto metanolico de ramitas y hojas de Croton caudatus se obtuvo un
nuevo diterpeno del tipo tigliano denominado trivialmente crotusina C (25) (Figura 6),
el cual mostro actividad inhibitoria significativa contra cinco lineas celulares de cancer
humano: HL-60 (mieloide), SMMC-7721 (carcinoma hepatocelular), A-549 (cancer de
pulmon), MCF-7 (cancer de mama) y SW480 (cancer de colon) (Chen, Y. et al., 2016).

Figura 6. Estructuras de tipo tigliano aislados de especies de Croton.

1.3.3 Diterpenos del tipo seco y furano clerodano aislados de Croton y su
actividad bioldégica

Los seco clerodanos se caracterizan por la presencia de un anillo abierto en algiin punto
de la estructura, lo que crea multiples compuestos interesantes, dependiendo de que
enlace se rompe y que reordenamientos adicionales estan presentes (Li, R. et al., 2016).
Siguiendo esta linea, los nimeros que preceden a la palabra seco en la nomenclatura
utilizada para nombrar compuestos quimicos, indican la posicion del carbon o los

carbonos donde la estructura se rompe. Aunado a esto, la palabra furano hace referencia
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a un grupo funcional que consiste en un anillo pentagonal, el cual se encuentra unido a
una cadena adyacente en el C-9 de la estructura. Por ejemplo, el diterpeno 6-7 seco-
furanoclerodano llamado comunmente como morifolina A (26) (Figura 7), aislada de
Croton morifolius seria descrita como una estructura biciclica conformada por 20
carbonos con aberturas en el C-6 y C-7 de alguno de sus anillos y que, ademas, posee un
anillo pentagonal del tipo furano, el cual corresponde a un éter ciclico (Hernandez, A.

2022).

De la corteza de C. eluteria, comiinmente conocida como cascarilla, se aislo un diterpeno
del tipo furano-clerodano llamado cascarilladiona (27) (Figura 7), el cual favorece la
secrecion de acido géstrico estimulada por la histamina (Appendino, G. et al., 2003). De
Croton cajucara Benth, se aisl6 un diterpeno tipo esqueleto de furano clerodano el cual
mostrd actividad antiinflamatoria, analgésica, antitumoral, antiulcerosa, hipolipidémica

y cardioprotector (28) (Figura 7) (Soares, B. et al., 2014; Tian, J. et al., 2019).

Figura 7. Estructuras del tipo seco y furano clerodano aislados de Crofon.

1.4 Productos naturales y su configuracion relativa y absoluta

1.4.1 Definicion e importancia de la configuracion relativa

La configuracion relativa es la disposicion espacial de los 4tomos que conforman un

compuesto o sustancia quimica; que tipos de protones y grupos funcionales posee e
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incluso, permite deducir qué conectividad existe entre un atomo respecto a otros de la

misma molécula (Nath, N. et al., 2020).

Aunque existen varias técnicas (dispersion rotatoria Optica, sintesis asimétrica,
derivatizacion, etc.) que permiten determinar la estructura relativa de compuestos
organicos, la resonancia magnética nuclear convencional (RMN 'H y B3C de una
dimension) es quiza uno de los métodos mas distintivos para determinar la configuracion
relativa de un compuesto cuya conformacion estructural es totalmente desconocida. El
espectro de RMN proporciona informacion sobre el entorno quimico de los nucleos,
entorno quimico que se ve influenciado por los campos magnéticos locales,
acoplamientos y vecindades (Laurella, L. 2017). Por otro lado, espectros de correlacion
homonucleares y heteronucleares en 2D (HSQC y HMBC) suelen ser herramientas
bastante utiles para reforzar la informacion proporcionada por el espectro de RMN y por
lo tanto, mapear con mayor precision la conectividad entre dtomos (Oman, T. et al.,
2014). Al considerar todos estos aspectos en conjunto se puede deducir la estructura plana
de la molécula en estudio, lo que resulta ser un parteaguas para su posterior elucidacion

estructural en 3D (tridimensional) a partir de técnicas mas definitivas.

1.4.2 Definicion e importancia de la configuracion absoluta

La configuracion absoluta describe de manera inequivoca la orientacion tridimensional
de los 4tomos de una molécula alrededor de uno o varios de sus centros quirales
(tipicamente un carbono, que estd unido a 4 sustituyentes diferentes). Determinar la
configuracion absoluta de una molécula resulta ser crucial para comprender la
estereoquimica de los compuestos organicos, especialmente en los casos en la que esta
ultima se desconoce. Es decir, alrededor de un centro quiral so6lo son posibles dos
configuraciones absolutas: R o S (Figura 8) (Wade, L. G. 2011). Dichas configuraciones
influyen directamente sobre las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas como su
solubilidad, punto de fusion asi como también sobre su capacidad de interaccion con otras
moléculas mediantes reacciones quimicas. Dichas propiedades a su vez, determinan la

actividad biologica de la molécula, es decir, si es biolégicamente activa o no, o si es
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beneficiosa o perjudicial dependiendo la aplicacion que se le quiera dar. En cuanto a los
métodos que se emplean para determinar la estructura tridimensional de una molécula, la

difraccion de rayos-X resulta ser uno de los métodos mas definitivos.

Figura 8. Enantidémeros de un aminoécido y su configuracion absoluta R/S.

14.2.1 Difraccion de rayos-X

Los rayos-X son un tipo de radiacion electromagnética cuya onda es de muy alta
frecuencia y de longitud mucho mas corta que las ondas electromagnéticas de la luz
visible, por lo que puede interaccionar a escala atdbmica con la materia, ya que son ondas
extraordinariamente penetrantes y no destructivas (Fontal, B. 2005), razén por la cual
suelen emplearse en la elucidacion de compuestos organicos. No obstante, la difraccion
de rayos-X se limita a la elucidacion de compuestos que cumplen con la condicion de
tener una estructura cristalina, esto por dos razones: la primera es porque el estudio de
los cristales se puede reducir a una pequefia porcion denominada celda unidad o elemental

que tiene la propiedad de que su repeticion en el espacio define todo el solido. Asi,
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estudiando la distribucion en la celda unidad de los distintos 4tomos que conforman la
estructura, podemos resolver el cristal (Martinez, P. 2021). Lo segundo es que cuando un
material no es cristalino, sus planos estan desalineados y no tienen un orden especifico
(son amorfos). En consecuencia, el haz de rayos-X difractado por un atomo anula el haz
de rayos-X difractado por otro y entonces, ocurre un desfase donde el haz difractado es
cancelado. Por otro lado, un material cristalino tiene planos perfectamente alineados entre
si, ademds de poseer una periodicidad, es decir los atomos que se encuentran
conformando un cristal estdn ordenados en un patron repetitivo por lo que el angulo y la
longitud de onda que forman los rayos incidentes respecto a sus planos es igual al angulo
y longitud de onda de su haz difractado en el mismo plano (Figura 9). En consecuencia,
las ondas de rayos-X de frecuencia idéntica o similar se superponen cumpliendose asi la

ley de Bragg (Sarmiento, J. 2022) y el fenomeno de difraccion.

Figura 9. Reflexion de radiacion por dos planos del cristal que estan a una distancia d.

Tomado y modificado de Martinez, P. (2021).

Un difractdmetro consiste en una fuente de radiacién que emite un haz de rayos-X sobre
una muestra a analizar y cada que se satisface la ley de Bragg, el haz primario se difracta
desde la muestra hacia el detector (Figura 10), el cual captura y mide la intensidad de los
rayos-X difractados por la muestra en funcion de sus angulos (posiciones especificas en

las que se encuentran cada uno de sus dtomos) para posteriormente enviar informacion a
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un sistema computarizado que construye un difractograma donde se pueden traducir
dichas posiciones en picos de difraccion; siendo que el eje “y” del difractograma
representa la intensidad de los rayos-X difractados y el eje “x” el angulo de difraccion.
Por tltimo, la informacién proporcionada por el difractograma de la muestra se compara
con patrones registrados en bases de datos computacionales y es asi como se puede
obtener informacion concreta sobre la disposicion y ubicacion tridimensional de los

atomos que conforman una molécula cristalina.

Figura 10. Componentes del difractometro de rayos-X. Tomado y modificado de

Carpenter, P. (2024).

2. Antecedentes

2.1 La familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae ocupa el sexto lugar de plantas con flores mas diversas,
después de las Orchidaceae, Compositae, Leguminosae, Gramineae y Rubiaceae

(Radcliffe, A. 1987), con alrededor de 8,700 especies ubicadas en 320 géneros (Webster,
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G. 1994); las cuales se encuentran distribuidas sobre todo en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo, aunque varios representantes también se extienden a las zonas
templadas de ambos hemisferios del planeta. Es una familia que se caracteriza por su
amplia variaciéon morfoldgica, que va desde arboles, hasta arbustos, hierbas y lianas
(Pabon, L. y Rodriguez, P. 2012). Esta variacion morfologica ha hecho dificil
caracterizarla, por lo que algunos autores consideran que puede tener un origen
polifilético (Martinez, M. J. 1996). Aunado a esto, la clasificacion intrafamiliar de
Euphorbiaceae ha estado sujeta a controversia pues los estudiosos de la familia han
propuesto diferentes organizaciones de la misma, hasta la mas reciente y mejor aceptada,
formulada por Webster (1975), quien usando la clasificacion de Miiller (1866) trata de
establecer una clasificacion a nivel supragenérico que refleje las relaciones filogenéticas
entre los diferentes grupos que integran la familia. Apoyandose de estudios anatdmicos
y particularmente en estudios sobre morfologia del polen, Webster propone dividir a la
familia en cinco subfamilias: Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae,
Phyllanthoideae y Oldfieldioideae (todas ellas presentes en México) (Martinez, M. J.
1988). De acuerdo con esta clasificacion, las primeras tres subfamilias se caracterizan por
poseer un 6vulo (condicion apomorfica), mientras que las dos tltimas tienen dos 6vulos
por léculo (condicion plesiomorfica) (Mwine, J. y Damme, P. 2011; Ramirez, J. et al.,

2002).

Entre las caracteristicas mas comunes de la familia Euphorbiaceae tenemos: tallos
ocasionalmente suculentos, exudado lechoso, coloreado o ausente; indumento de pelos
simples, ramificados o en forma de escamas, a veces ausente. Hojas alternas, compuestas
o verticiladas, a veces en espiral; lamina de hoja simple, lobulada o compuesta; nervadura
pinnada (en forma de pluma) o palmada; estipulas libres que pueden estar transformadas
en espinas o glandulas. Inflorescencias en cimas, modificadas en espigas, cabezas,
pseudantos o flores solitarias. Flores unisexuales, basicamente actinomorfas; por lo
general céliz 3-6-lobado o partido, en ocasiones reducido o ausente; corola con 3-6
pétalos, rara vez mas numerosos, separados o unidos, en ocasiones rudimentarios o
ausentes; filamentos libres o soldados insertos sobre un disco nectarifero; anteras
generalmente bitecas y dehiscencia longitudinal; polen tectado o intectado, inaperturado;

gineceo de ovario stpero con 3 loculos que tienen 1 o 2 6vulos cada uno, placentacion
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axilar, estilos libres o connatos, estigmas enteros, bifidos o lacerados; nucela gruesa;
tegumentos dos; perianto generalmente de 5 piezas, simples, sepaloides y en otros casos
el perianto estd totalmente ausente. Frutos tipicamente esquizocarpicos capsulares, a
veces una drupa; columela persistente. Semillas 1-2 por loculo o reducida a I;
endospermo presente; embrion recto; cotiledones usualmente mas amplios que la

radicula, plano o rara vez doblado (Ramirez, J. et al., 2002).

2.1.1 Importancia biologica de especies de la familia Euphorbiaceae

La familia es sumamente importante, ya que muchos de sus miembros se cultivan para
su uso medicinal, industrial, alimenticio y ornamental. Por ejemplo, Euphorbia
antisyphilitica Zucc., la “candelilla” que se utiliza para la obtencion de su cera, la cual
presenta cualidades deseables para multiples aplicaciones industriales, principalmente en
el area de alimentos y cosméticos (Garcia, 1. et al., 2022). Plantaciones de Hevea
brasiliensis Mull. Arg., se observan esporadicamente en la regiéon de los bosques
tropicales del sur de México como fuente de hule natural para la manufactura de guantes
industriales, quirurgicos, mangueras, calzado, adhesivos (Tamara, A. et al., 2014). Se
siembra ampliamente a Ricinus communis como ornamental y de las semillas se extrae el
llamado “aceite de ricino”, que tiene usos tanto medicinales como industriales (Sanchez,
M. et al., 2016). Euphorbia pulcherrima, la famosa “noche buena” también es parte de

esta familia y se propaga como ornamental a través del mundo.

Aunque las Euforbiaceas son bien conocidas en diferentes partes del mundo como toxicas
(De Lima, S. et al., 2010; Puentes, M. 2017), también hay dos especies que han sido
registradas como comestibles: las hojas de Euphorbia delicatula Boiss., que se usa como
especia, y los tubérculos de Euphorbia macropus Boiss., que se mastican como chicle

(Steinmann, V. 2002).
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2.1.2 La familia Euphorbiaceae en México

En México, las euphorbiaceas estan representadas por 50 géneros y 826 especies; de
éstas, 55.52% son endémicas. Estos niimeros ubican a Euphorbiaceae como la sexta
familia en importancia nacional, atendiendo al numero de especies y la cuarta en
porcentaje de endemismos. Los géneros con mayor numero de especies son Euphorbia
(138 spp., 31%), Croton (126 spp., 16%), Chamaesyce (103 spp.), Acalypha (126 spp.,
14%), Jatropha (48 spp., 6%) y Phyllanthus (41 spp., 5%) (Gordillo, M. et al., 2002). La
familia se encuentra ampliamente distribuida a través de la Republica desde el nivel de
mar hasta mas de 3,000 m de altitud y esté4 representada en los diez tipos de vegetacion
reconocidos por Rzedowski (1978) en México, con una mayor concentracion de especies
en bosques tropicales caducifolios y matorrales. Cabe mencionar que, aunque existe una
sola monografia completa de la familia Euphorbiaceae publicada en el Prodromus de De
Candolle por Boissier (1862, 1866) y Muller (1866), existen pocas revisiones de los
géneros Croton, Euphorbia y Phyllanthus (Steinmann, V. 2002).

2.2 Género Croton

La palabra Croton viene del griego Kroton, que significa garrapata y que fue dado a este
género por el parecido de su semilla con el aracnido. El nombre le fue dado por Linneo,
sustituyendo asi el nombre de Ricinoides con el que fue nombrado por Tournefort, debido

a la semejanza de sus semillas con las del género Ricinus (Webster, 1967).

De acuerdo a la clasificacion de Webster (1975), el género Croton pertenece a la
subfamilia Crofonoideae y a la tribu Crotoneae. Considerado el segundo género mas
grande y diverso de la familia Euphorbiaceae con alrededor de 1300 especies que se
distribuyen ampliamente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Figura
11) (Wen-Hui et al., 2018); con una mayor riqueza de especies en América Latina seguida
de Africa, dentro de las zonas 4ridas y semiaridas de dichas regiones (Cervantes, A. et

al., 2002). En México hay alrededor de 130 especies del género Croton, donde
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aproximadamente el 53% de las mismas son endémicas y se encuentran distribuidas en

todos los tipos de vegetacion del pais (Gordillo, M. y Durén, R. 2002).

La mayoria de las especies del género Crofon son arbustos; los arboles son menos
frecuentes y se desarrollan en zonas relativamente conservadas. Las hierbas anuales son
pocas, los subarbustos y las hierbas perennes son un poco mas comunes que las
anteriores. Las lianas son raras; s6lo se conocen Crofon adscendensy Croton pullei de la
selva del Amazonas (Secco, R. y Rosa, N. 1992; Martinez, M. J. 1996). Por otro lado,
muchas especies se desarrollan a la orilla de carreteras, rios y claros de bosques. Estas y
otras caracteristicas ecoldgicas, como la produccion masiva de flores y frutos durante la
mayor parte del afo, convierten a los miembros de este género en candidatos ideales para
la restauracion de bosques degradados (Lopes, E. et al., 2012). Tal es el caso de Croton
urucurana Spreng., un arbol cultivado al sur de Brasil con el proposito de reforestar sus

bosques (Carrenho, R. et al., 1997).

Figura 11. Mapa de distribucion a nivel mundial del género Crofon. Tomado y

modificado de GBIF (2023).
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2.2.1 Descripcion botanica del género Croton

De manera general, la mayoria de las especies presentan tricomas estrellados o lepidotas
que protegen a la planta de factores ambientales como la radiacion solar y el viento
(Gordillo et al., 2005). Es comun que los tricomas del haz y del envés de las hojas sean
diferentes entre si. Las hojas generalmente son simples, enteras, simétricas, alternas y
pecioladas. La presencia de glandulas de diferentes formas y tamafios en el margen de la
misma y en uniéon con el peciolo, ya sean adaxiales, marginales, o abaxiales, son
importantes para separar a algunos grupos. Es poco comtn encontrar glandulas en el haz
de la hoja. Las inflorescencias suelen ser racimos bisexuales, terminales. Las bracteas son
tipicas en el género y pueden ser unifloras o multifloras. Las flores pueden ser
estaminadas (generalmente de 5 sépalos, 5 pétalos y de 6 hasta 150 estambres) o pistiladas
de 4 a 10 sépalos, con un perianto que varia en cuanto al nimero, simetria y desarrollo
de sus partes; el desarrollo de los pétalos de esta flor varia mucho: pueden estar totalmente
desarrollados, reducidos en diferente grado o completamente ausentes en algunas
secciones. El fruto es generalmente una capsula que tiene seis lineas de dehiscencia y que
al abrirse presentan una columela méas o menos persistente. La forma puede ser esférica,
ligeramente cilindrica, en ocasiones con tres lobulos bien definidos y el tamafio de la
capsula va de 0.5 cm a 2 cm (Martinez, M. J. 1996). Respecto al polen, este es grande

con excrecencias arregladas hexagonalmente (Webster, G. 1967).

2.2.2 Propiedades bioactivas de especies del género Croton

Varias especies del género son empleadas en la medicina tradicional de Africa, Asia y
América del Sur (Salatino, A. et al., 2007). Sus beneficios terapéuticos incluyen
enfermedades como el cancer, artritis, dolor de estdémago (Huang, W. et al., 2015);
problemas digestivos, dolores corporales y fiebre (Poopath, M. et al. 2018), poseen valor
potencial como agentes antimaldricos (Medinilla, B. E. 1993; Milliken, W. 1997),
también resalta su potencial antioxidante (Jaramillo, B. et al., 2010), antibacteriano (Liu,

C. et al., 2014), citotoxico (Pérez, A. R. 2021), antinflamatorio (Rios, M. Y Aguilar, A.
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2006; Kuo, P. et al., 2013), cicatrizante (Verdesoto, D. et al., 2016). Asi mismo, se ha
descrito la actividad insecticida del extracto o aceite esencial de varias especies del
género Croton contra especies patdgenas de las plantas (Silva, C. et al., 2008). Ademas,
el género es el mas representativo en cuanto a especies productoras de sangre de grado,
siendo Croton lechleri, la especie mas utilizada y estudiada (Risco, E. et al., 2005). El
latex o “sangre de grado” es usada de forma tradicional desde tiempos muy antiguos y en
la actualidad se han demostrado sus propiedades medicinales, como antiviral (Meza, E.
1999; Gilbert, B. et al., 1993), antiinflamatorio (Perdue, G. et al., 1979; Cai, 1. et al.,
1993) anticancerigeno (Pieters, L. et al., 1992) y cicatrizante (Obando, L. 2015; Chen,
Z. et al., 1994; Pieters, L. et al., 1995).

2.3 Generalidades de Croton morifolius

Croton morifolius, también conocido como “palillo” o “vara blanca”, es un arbusto
perteneciente a la familia Euphorbiaceae que se distribuye desde las vertientes costeras
del océano pacifico y el golfo de México (Chihuahua, Sonora, Sinaloa, Zacatecas,
Nayarit, Jalisco, Michoacan, Colima, Veracruz, Guanajuato, Guerrero, Oaxaca, Chiapas)
hasta el norte de Colombia y Venezuela (Webster, G. L. 2001). Es una especie
principalmente de tierras bajas que habita en matorrales xerofilos y climas semidridos.
En lo que respecta a los servicios ambientales de esta especie, contribuye a la retencion
de suelo erosionado y percolacion de agua (CONABIO, 2017). Por otro lado, C.
morifolius es empleada en la medicina tradicional como anticatarral, catartico y
analgésico, para tratar la amigdalitis, gastritis, neuralgia. Las hojas y ramas con flores se
preparan en infusion teiforme para tratar el dolor en caso de cancer en el estdmago. Sin
embargo, también puede causar paralisis (Diaz, J. L. 1976) y el aceite de las semillas es

purgante segiin la CONABIO (2017).

2.3.1 Descripcion botanica de Croton morifolius
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Se trata de un arbusto de 1.0-1.6 m de alto, monoico. Tallos estrellado-tomentosos,
amarillentos. Hojas membranaceas; estipulas 1.5-2.0 mm de largo, generalmente
densamente tomentosas, subuladas, pubescentes y deciduas; pedicelo 1.1-1.4 cm de
largo, estrellado-tomentosos con dos glandulas esféricas al apice, pequenas; laminas 4.0-
7.0 cm de largo, 2.2-5.5 cm de ancho, ampliamente ovadas, base cordada, margen entero,
apice acuminado, apiculado, venacidon actinddroma con 5 nervios basales, haz
glabrescente, envés tomentoso. Inflorescencias terminales en un racimo, 5.2-6.1 cm de
largo, bractéolas masculinas 1 mm de largo, oblongas. Flor femenina cortamente
pedicelada; sépalos 5, linear-lanceolados, glabros en el haz, envés pubescente; ovario
esférico, hirsuto; estilos 3, bifurcados una vez, pubescentes. Flor masculina pedicelada,
pedicelo 2-2.5 mm de largo; sépalos 5, 2 mm de largo, ovado-lanceolados, haz glabro,
envés pubescente; pétalos 5, 2 mm de largo, glabros en ambas caras, receptaculo
pubescente; estambres 16, 2.5-2.7 mm de largo, glabros. Florece en julio (Gordillo, M.
M. 1995). Frutos pequefios capsulares de 7-7.5 mm de largo, trivalvados, velutinos de
color verde-amarillento, completamente cubiertos por tricomas estrellados, dorados
(Figura 12), (CONABIO, 2017); semillas escaraboideas, oblongas, lisas de 0.5-0.6 mm
de largo, cartincula amarillenta (Figura 13) (CONABIO, 2014). Ademas de esto, los
tallos y raiz de C. morifolius segregan un tipo de latex de color rojo al ser cortados

(Figura 14).

Figura 12. Frutos de Croton morifolius.
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Figura 13. Semillas de Croton morifolius.

Figura 14. Raiz de Croton morifolius con presencia de latex rojo (sangre de grado).
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2.4 Estudios in silico

Los estudios in silico son modelos experimentales con un enfoque bioinformatico que
permiten visualizar la estructura bidimensional de numerosos compuestos vegetales,
quimicos y semisintéticos con potencial farmacologico asi como su comportamiento
dentro del cuerpo humano desde su perfil ADMET y la forma en que interactiia con su

blanco terapéutico (Aguilar, A. y Condori, R. 2021; Scior, T. et al., 2007).

Muchos de los programas bioinforméaticos que se emplean para realizar estudios in silico,
suelen ser gratuitos y faciles de usar, ademds, muestran comportamientos y resultados
que quiza llevaria décadas obtener mediante la observacion o experimentacion; ayudan a
evaluar la eficacia y posible toxicidad de las sustancias antes de pasar a estudios in vitro
o in vivo, lo cual, a su vez, reduce los costos y el tiempo que conlleva el realizar dichos

estudios.

Al igual que los estudios in vitro, los estudios in silico ofrecen beneficios en cuestiones
bioéticas, sin embargo, también comparten la desventaja de poseer cierto margen de error
respecto al sistema bioldgico natural dado que los estudios in silico tratan con las
representaciones digitales de estructuras quimicas, no con productos reales. Es por ello
que, los estudios in silico deben complementarse con los estudios in vitro € in vivo con la
finalidad de acercarnos experimentalmente a la situacion clinica real (Aguilar, A. y

Condori, R. 2021; Fina, B. et al., 2013).

2.4.1 Propiedades fisicoquimicas y perfil ADME de las moléculas

Cada compuesto quimico a evaluar posee ciertas propiedades fisicoquimicas que pueden
ser similares o completamente diferentes a los fArmacos ya registrados en los distintos
programas y bases de datos; es por ello que para determinar cudles son las principales
propiedades fisicoquimicas que se deben considerar al momento de evaluar a los
diferentes compuestos quimicos como posibles candidatos a firmacos, utilizamos las

reglas de Lipinski quien menciona que el peso molecular debe ser menor o igual a 500
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daltons (Da), lipofilicidad (LogP) no menor de 1 ni mayor a 5, nimero de donantes de
enlaces de hidrogeno (HBD) menor a 5, numero de aceptores de enlaces de hidrogeno
(HBA) menor a 10 (Lipinski, C. et al., 2001); la regla de Veber menciona que el area de
superficie polar topologica (TPSA) debe ser igual o menor a 140 A2 (angstroms
cuadrados) y debe poseer 10 o menos enlaces rotables (Veber, D. et al., 2002); asimismo,
la regla de Ghose considera la refractividad molar (MR), la cual debe ser mayor a 40 y
menor a 130 cm?/mol. Dichos parametros suelen considerarse mas como directrices que
como valores de corte absoluto y son importantes porque determinan la eficiencia de
absorcion y permeabilidad de un compuesto por via oral, lo cudl a su vez estd
estrechamente relacionado con el perfil ADME del mismo (Waterbeemd, H. y Gifford,
E. 2003).

ADME es un acronimo que se refiere a la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion de un farmaco a través de su paso por el organismo. El andlisis de las
propiedades ADME de una molécula nos permite evaluar su eficacia, viabilidad y
seguridad como posible candidato terapéutico y decidir en qué forma y a través de qué
via sera administrado. Para ello, es importante revisar en qué consiste cada una de las

etapas del perfil ADME (Verstuyft, C. et al., 2022).

La absorcion es el proceso por el cual un farmaco pasa desde su sitio de administracion
(oral, intravenosa, intramuscular) a la circulacion sistémica (la sangre). Se dice que la
absorcion es un proceso porque para que la fraccion bioactiva del farmaco llegue al
torrente sanguineo debe pasar primero por la desintegracion de su forma farmacéutica
(tabletas, capsulas, soluciones, etc.) para posteriormente poder disolverse en el medio en
el que se encuentra (liquidos del tracto gastrointestinal) y finalmente pueda moverse a
través de las membranas celulares (por ejemplo del intestino delgado) por difusion pasiva,
facilitada, transporte activo, endocitosis y/o exocitosis hacia el torrente sanguineo (Ruiz,
D. et al., 2012). Hay diferentes condiciones que pueden afectar la absorcion del farmaco
a través de las membranas celulares, por ejemplo, su solubilidad y permeabilidad

(Hidalgo, 1. 2001).

La distribucion es el proceso mediante el cual un fairmaco se dispersa por los diferentes
tejidos y fluidos del cuerpo después de haber sido absorbido; este paso puede verse
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afectado por la perfusion sanguinea, es decir, el farmaco llegara primero a aquellos
organos con alta perfusion sanguinea, como el corazdén, higado, rifiones y cerebro,
mientras que tardard en llegar a aquellos con menor perfusion, como los musculos y la
grasa. Por otro lado, la unién del farmaco a proteinas como la albimina puede limitar su

distribucion y duracion de accion (Buxton, 1. 2006).

El metabolismo, también conocido como biotransformacion, es el proceso mediante el
cudl el cuerpo utiliza enzimas, principalmente del higado, pero también de otros drganos
para modificar la estructura quimica del fdrmaco (por reacciones como la oxidacion,
reduccion e hidrolisis) en formas mas hidrosolubles y, por lo tanto, mas faciles de excretar

(Verstuyft, C. et al., 2022).

La ultima etapa es la excrecion y esta consiste en la eliminacion del farmaco y sus
metabolitos del cuerpo, principalmente a través de los rifiones, pero también participan
el higado, los pulmones (gases anestésicos y otros compuestos volatiles) asi como fluidos
corporales como el sudor, la saliva, la leche materna y el liquido cefalorraquideo. Aunque
la excrecion a través de fluidos corporales es poco comun, pueden ser importantes en
procesos como la lactancia. El metabolismo y excrecion son etapas esenciales para evitar
la acumulacion del fArmaco en el organismo y sus posibles efectos toxicos (Londofio, R.

2024).

2.4.2 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o Docking Molecular es un método bioinformatico cuyo
objetivo es predecir y calcular la “pose” de unién (cominmente denominada
“conformacion”) mas efectiva entre un ligando (hormonas, neurotransmisores, farmacos
o compuestos vegetales, quimicos y semisintéticos) y una proteina o receptor (DNA,
RNA, enzimas) cuya estructura tridimensional es conocida (Paucara, W. G. y Torrez, R.
E. 2019). Para llegar a este objetivo, es necesario que el algoritmo de busqueda del
programa computacional que se esté utilizando realice dos pasos indispensables en el

proceso de acoplamiento molecular; el primero consiste en buscar diferentes arreglos

32



conformacionales del ligando dentro del sitio activo de la proteina, esto con base a la
capacidad rotatoria y grados de libertad del ligando. Lo segundo consiste en evaluar la
afinidad de unién de cada una de las conformaciones anteriormente encontradas en el
paso uno mediante una funcioén de puntuacion, donde aquella conformacion que demande
menor energia corresponde a la union mas favorable entre ligando-proteina, ya que entre

mas negativo sea el resultado, mayor es la fuerza de union (Agu, P. et al., 2023).

La calidad de interaccién y reconocimiento entre un complejo ligando-proteina nos
brinda informacion sobre la probabilidad que existe de que nuestro compuesto inhibe o
no a dicha proteina que se sabe esta asociada, por ejemplo, con la expresion del cancer,
diabetes o que es responsable de inhibir el efecto terapéutico de cierto antibidtico. Sin
embargo, es importante considerar que, si bien es cierto que el método de Docking
Molecular nos permite ahorrar tiempo y recursos, también es cierto que no considera la
naturaleza dinamica de la proteina receptora si no que la estudia como un ente rigido, es
por ello que cuando se trata de métodos computacionales siempre se habla de
probabilidad, ya que existe cierto margen de error (Mufioz, F. et al., 2025; Zhu, H. et al.,
2022).

2.5 Estudios in vitro

Los estudios in vitro son experimentos cientificos que se realizan fuera de un organismo
vivo, comunmente bajo ambientes y parametros controlados en el laboratorio donde
ademas, se hace uso de equipos como la autoclave, campana de flujo laminar, incubadora
y materiales como cajas Petri, tubos de ensayo, etc., Asi como de células, tejidos o
moléculas provenientes de animales y/o humanos. Todo lo anterior con la finalidad de
desarrollar un modelo experimental estandarizado que permita que los resultados sean
reproducibles en cualquier otro laboratorio del mundo; ademas, son experimentos que
brindan informacién en un corto lapso de tiempo, ayudan a evaluar la eficacia de
sustancias antes de pasar a estudios en animales o humanos, reducen los costos y ofrecen
beneficios en cuestiones ¢éticas si consideramos que no se requiere disponer del

organismo vivo como tal. No obstante, los estudios in vifro suelen tener ciertas
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desventajas, una de ellas es la artificialidad del entorno en que se llevan a cabo, que no
refleja completamente la complejidad de la fisiologia del organismo in vivo, es decir, el
cuerpo humano es un ambiente dinamico y complejo, con un sinfin de variables, muchas
de las cuales no conocemos, o mas aun, que ni sospechamos su presencia por lo que es
complicado extrapolar dichas condiciones a estudios in vitro; esta limitante nos lleva a la
incertidumbre de conocer el tipo de interaccion entre la forma farmacéutica administrada
y el organismo, su posible toxicidad u otros efectos secundarios (Fina, B. et al., 2013;
Lorian, V. 1988), es por ello que los estudios in vitro suelen utilizarse en paralelo con los

estudios in silico y/o in vivo para fortalecer la calidad y confiabilidad de los resultados.

2.5.1 Generalidades de los estudios in vitro empleados para evaluar la actividad
antibacteriana de extractos vegetales

Segun la OMS, existen principalmente dos métodos de supervision de resistencia: in vivo
(fracasos terapéuticos) o in vitro. Dentro de los métodos in vitro, estan los fenotipicos
(Kirby-Bauer o concentracion minima inhibitoria) y los moleculares cuando se hacen
pruebas genéticas (Mosquito, S. et al., 2011). Para fines de este estudio, nos centraremos

en los métodos fenotipicos.

Kirby-Bauer es la técnica originalmente descrita para el método de difusion en agar, sin
embargo, esta puede presentar ciertas modificaciones de acuerdo a las necesidades del
proyecto de investigacion. Generalmente, la modificacion radica en cambiar los discos
de papel por pozos o por gotas colocadas directamente sobre la superficie del agar

(Hulankova, R. 2024).

2.5.1.1 Meétodos de difusion

El método de difusiéon en disco (Kirby-Bauer) o en pozo fue estandarizado y es
actualmente recomendado por el Subcomité de ensayos de Susceptibilidad de NCCLS,

de Estados Unidos. Por su parte, el método de difusion por gota no es tan comiin como
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los métodos estandarizados por la NCCLS, pero si es empleado en entornos de
investigacion (Gavin, J. 1956; Hili, P. et al., 1997; Savadogo, A. et al., 2004). El objetivo
de los tres métodos es evaluar cuantitativamente la sensibilidad o resistencia,
principalmente de cepas bacterianas ante la presencia de sustancias antimicrobianas, por
ejemplo, extractos, aceites o compuestos vegetales. Kirby-Bauer consiste en colocar un
disco de papel filtro de 6 mm de diametro impregnado con una cantidad y concentracion
conocida de la sustancia antimicrobiana sobre la superficie del agar previamente
inoculado homogéneamente con el cultivo bacteriano. Posteriormente, se procede a su
incubacion a la temperatura adecuada por 24 horas, luego se mide el halo de inhibicion
(si es que lo hay) y se comparan los efectos de las distintas sustancias sobre los
microorganismos estudiados, con el control positivo (Ramirez, S. y Marin, D. 2009). El
procedimiento y lectura de los resultados del método de difusion en pozo son lo mismos
que se emplean en el método de difusion en disco, la tnica diferencia es que, en lugar de
utilizar discos, se hacen perforaciones (pozos) en el agar con ayuda de un sacabocados
estéril de 6 mm de didmetro. Lo mismo aplica para el método de difusion por gota, el
cual consiste en colocar una gota del antimicrobiano directamente sobre la superficie del
agar. Es importante mencionar que los medios de cultivo mas utilizados en dichas
técnicas son el agar Miieller Hinton y agar soya tripticaseina (TSA), ya que gracias a sus
componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y permiten una
mayor difusion de las sustancias a evaluar (EUCAST, 2000); por otro lado, hay algunas
consideraciones que se deben tomar en cuenta al momento de elegir y ejecutar alguno de
los métodos antes descritos: en caso de evaluar sustancias con diferentes concentraciones,
los discos de papel filtro, los pozos o gotas deben colocarse en forma equidistante sobre
el agar de una placa de Petri, el tamafio de la zona de inhibicion puede estar influenciada
por el grosor del agar, de manera que, una capa delgada de agar producira una zona de
inhibicion més grande que una capa mdas gruesa; la velocidad de difusion del
antimicrobiano a través del agar depende de sus propiedades de difusion, solubilidad y

peso molecular (Ramirez, S. y Marin, D. 2009; Hudzicki, J. 2009).
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2.5.1.2 Meétodos de dilucion

El método de dilucion en caldo es un procedimiento utilizado para determinar la
concentracion minima (en pg/mL) que se requiere de una sustancia para inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo tras 18-24 horas de incubacion. Dicho método
puede realizarse mediante tubos (macrodiluciéon) o microplacas (microdilucion), los
cuales contienen caldo, los microorganismos en estudio y el extracto vegetal en
concentraciones crecientes, asi como sus respectivos controles negativos y positivos. A
diferencia de la macrodilucion, la microdilucion se realiza en placas de 96 pocillos (12
mm x 8 mm), lo cual representa un beneficio cuando se trabaja con varios productos
naturales y a diferentes concentraciones, mismos que se emplean en cantidades pequenas.
En macro y microdilucion, tras la incubacion, se determina por turbidez el crecimeinto o
no del microorganismo, sin embargo, en microdilucion se puede agregar a los diferentes
pocillos bromuro de 3-(4,5-dimetil-2tiazolil)-2,5-difeniltetrtazolium (MTT), lo cual
refleja otro de sus beneficios, pues con la adicion de este reactivo se pueden diferenciar
bacterias metabolicamente inactivas (color amarillo) de bacterias metabolicamente

activas (cambio de color a purpura) (Ramirez, S. y Marin, D. 2009).

2.6 Impacto mundial de la resistencia a los antibidoticos

El descubrimiento de los antibidticos no solo supuso un beneficio directo al curar y
prevenir infecciones bacterianas que antes podian ser mortales como la neumonia y la
tuberculosis, sino que también desempeid un papel crucial en el progreso de la medicina
moderna al prevenir infecciones durante intervenciones quirirgicas complejas,
trasplantes y tratamientos de quimioterapia. Sin antibidticos eficaces, la seguridad de
estos procedimientos estaria seriamente comprometida (Oteo Iglesias J, 2016; OPS, s.f).
Sin embargo, existe una contraparte en el uso de los antibidticos: la aparicion de
resistencia a los mismos. Esta situacion es un problema de alcance global dado que los
microorganismos y genes resistentes trascienden fronteras geograficas y ecoldgicas,

propagandose mediante alimentos, agua, suelo, animales y/o personas por la migracién y
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comercio internacional. Un ejemplo de ello lo constituye la diseminacion rapida del gen
New Delhi Metalo-beta-lactamasa-1 (NDM-1) (gen que hace que las bacterias sean
resistentes a varios antibidticos), cuyas variantes actualmente se encuentran diseminadas
en diversos ambientes naturales, como cuerpos de agua y suelos, incluyendo regiones

geograficamente remotas y con minima intervencion humana (Avershina, A. et al.,2021).

En 2016 se publicéd un informe internacional bajo la direccion de Jim O’Neill, donde se
di6 a conocer que cada afio mas de 700 mil personas mueren a causa de infecciones por
microorganismos resistentes a los antimicrobianos, una cifra inferior a los 1,5 millones
de muertes por diabetes y 8,2 millones por cancer. No obstante, si la evolucion de
microorganismos resistentes a los antimicrobianos continlia en aumento como en los
ultimos afios, se estima que para 2050 la mortalidad anual asociada con estas infecciones
podria alcanzar los 10 millones, convirtiéndose en la primera causa de muerte a nivel
mundial, seguida del cancer y diabetes (Sosa, Hernandez, O. ef al., 2019; Bassetti, M.

2017; OMS 2017; O’Neill, J. 2016).

Por otro lado, la BBC (2022), emiti6 una nota donde decia que en el afio 2019 mas de 1,2
millones de personas murieron en todo el mundo por infecciones causadas por bacterias
resistentes a los antibidticos, cifra que equivale a un promedio de casi 3,500

fallecimientos al dia.

Con todo, el panorama se torna aun mas critico cuando llega la pandemia por COVID-19
pues segun Urtaza, S. y Giambra, T. (2022), al comienzo de la misma la gran mayoria de
personas hospitalizadas por COVID fueron tratadas con antibidticos. Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que aproximadamente en el 90% de los casos no existia
co-infeccion bacteriana (Langford, B. et al., 2020) y que por lo tanto en la mayoria de los
casos los antibiodticos fueron utilizados innecesariamente, contribuyendo asi al aumento
de bacterias resistentes a los mismos. Ademas, esto Ultimo se respalda con cifras mas
recientes publicadas por Naddaf, M. (2024) quien establece que para el 2050 la
mortalidad anual asociada con estas infecciones podria ascender a los 40 millones.
Derivado de lo anterior, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaca la necesidad
urgente de desarrollar nuevos antibidticos frente a las principales bacterias patdgenas
(Meza, M. E. et al., 2022).
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2.7 Infecciones asociadas a la atencion sanitaria

Segun la OMS, las infecciones asociadas a la atencion sanitaria (IAAS), antiguamente
denominadas infecciones nosocomiales; corresponden a todo proceso infeccioso general
o localizado que ocurre como evento adverso, no intencional de la atencion médica y que
no estaba presente, ni incubandose al momento del ingreso del paciente a un hospital o a

algin otro centro de atencion médica (Pabon, D. ef al., 2024).

Las TAAS son causadas por una variedad de organismos, incluidas bacterias, hongos,
virus y parasitos. En cuanto a su origen, estas pueden estar relacionadas con fuentes
enddgenas (microbiota del paciente) o exdgenas, e incluso como resultado del uso
frecuente y poco regulado de los antibidticos. Asi mismo, los pacientes con alguna
enfermedad crénica, como cancer, leucemia, diabetes mellitus, insuficiencia renal o
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), tienen una mayor vulnerabilidad a las

infecciones por agentes patdogenos oportunistas (Instituto Nacional de Salud [INS], 2021).

Entre las TAAS mas habituales se consideran las heridas quirurgicas, las del tracto
urinario y las del tracto respiratorio. Segin la OMS, la mayor incidencia de infecciones
nosocomiales se da en la Unidades de Cuidado Intensivo (UCI), area de cirugia y

ortopedia de urgencia (Flores, M. M. 2023).

2.8 Reservorios y transmision de bacterias causantes de IAAS

2.8.1 De la flora permanente o transitoria del paciente (infeccion endogena)

El cuerpo humano presenta una gran variedad de micronichos, principalmente en: la piel,
boca, 0jos, vias respiratorias, intestino, vias urinarias y genitales. Cada uno de estos sitios
posee una microbiota especifica con caracteristicas y funciones muy diversas pero que

en general esta conformada en su mayoria por bacterias y en menor medida, por hongos,
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arqueas y virus (Uzcategui, O. 2016; Cervantes, R. M. y Sanchez, G. 2017), de manera
que la relacion entre las células que conforman nuestro microbioma y las células que
forman nuestro cuerpo es de 10:1, es decir, que por cada célula de nuestro cuerpo,

contamos con 10 células microbianas (Costello, E. K. et al., 2009).

En condiciones Optimas, la microbiota se encuentra en equilibrio constante ofreciendo
beneficios al huésped a través de una serie de funciones fisiologicas como la fermentacion
de carbohidratos complejos en acidos grasos de cadena corta (AGCC) como el butirato
que aporta energia a las células de nuestro intestino y ademads tienen propiedades
antiinflamatorias; contribuyen a la sintesis de vitaminas K, Bi2, (que intervienen en la
coagulacion de la sangre), biotina, dcido folico y pantoténico, ademés de la sintesis de
aminoacidos a partir de amoniaco o urea (Guillot, C. 2018). Al igual que la microbiota
intestinal, la microbiota de la piel también desempeiia funciones importantes; algunos
microorganismos han evolucionado para comer piel muerta, otros transforman los aceites
que producen las células de la piel en una crema hidratante natural (Trivedi, B. 2012).
Las bacterias metilotroficas forman parte de la flora bucal normal y estas son capaces de
consumir compuestos metilo responsables del mal aliento y que son producto de la
degradacion natural de aminoacidos sulfurados en la boca (Marcano, D. 2008). En
general, las bacterias comensales que son los microorganismos que mas predominan en
la microbiota, colaboran con nuestro sistema inmune, no sélo compitiendo con especies
exdgenas con potencial patdégeno por las superficies a colonizar o por los nutrientes
(Calderon, X. y Guerrero, A. 2019; Cervantes, R. M. y Sanchez, G. 2017), sino también
mediante la produccion de bacteriocinas que actiian de forma especifica contra bacterias
patogenas (Gallo, R. L. y Nakatsuji, T. 2011; Guillot, C. 2018). En el estricto sentido, la
microbiota intestinal es esencial para el desarrollo adecuado del sistema inmunologico
(Bouskra, D. et al., 2008). Sin embargo, al igual que en cualquier ecosistema, la
influencia de multiples factores puede modificar la poblacion de alguno de estos
organismos y ocasionar un desequilibrio en la microbiota (disbiosis) teniendo un impacto
negativo en el cuerpo humano. Por ejemplo, cuando se requiere de una terapia antibiotica
frente a un problema de acné, se debe considerar que ésta eliminard también nuestros
comensales, alterando el equilibrio en las comunidades microbianas de la piel y en

consecuencia, aumentando el riesgo de colonizacion y sobrepoblacion de bacterias
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indeseables como Staphylococcus aureus (Villarreal, J. 2013; Puma, J. P. et al., 2019),
responsable de enfermedades como el acné, dermatitis atopica y psoriasis (Trivedi, B.
2012). Lo mismo puede ocurrir en el intestino, donde un desbalance en la microbiota se
vincula con trastornos intestinales (Frank, D. et al., 2007), alteraciones metabolicas,
enfermedades autoinmunes, alergias y la susceptibilidad a la infeccion y la eficacia de
tratamientos farmacologicos (Pascual, . et al., 2022), e incluso con la obesidad (Cox, A.

etal.,2015).

Otros factores que permiten que microorganismos normalmente inofensivos o incluso
beneficiosos se conviertan en agentes causantes de enfermedades, es la presencia de
dispositivos médicos o heridas quirturgicas que pueden servir como puntos de entrada
para bacterias de la piel. Un ejemplo de ello, es Staphylococcus epidermis, una especie
de bacteria Gram positiva que forma parte de la microbiota normal de la piel y mucosas
en los seres humanos, sin embargo, su capacidad para formar biopeliculas en superficies
abidticas, como las que se encuentran en los dispositivos médicos implantables (valvulas
cardiacas, catéteres venosos centrales, protesis ortopédicas) y viajar a través del torrente
sanguineo, le confieren la capacidad de causar infecciones en otros 6rganos. Una vez
que S. epidermidis ha ingresado al interior del huésped, es capaz de adherirse a células
epiteliales y resistir a la respuesta inmunitaria, asi como a la actividad de los antibioticos

(Clinica Universidad de Navarra, 2003; Zimmerli, W. y Moser, C. 2012).

Lo mismo ocurre con S. aureus, una bacteria que esta presente en la nariz y piel de forma
transitoria o temporal y que a menudo causa infecciones oportunistas en la piel, pero
también pueden provocar neumonia, infecciones de las valvulas cardiacas e infecciones
6seas en virtud de la misma facultad que posee S. epidermis de formar biopeliculas y
acumularse en el material sanitario implementado en el organismo (Bush, L. 2023).
Asimismo, Pseudomonas aeruginosa causa varias infecciones oportunistas en la piel y
en tejido blando en pacientes con quemaduras, y neumonia en individuos con fibrosis

quistica (Becerra, G. et al., 2009).

Lo anterior se relaciona con la capacidad de ciertos microorganismos de la microbiota
para colonizar otros 6rganos, adaptarse y multiplicarse, dando lugar a infecciones.
Escherichia coli no es la excepcion de esta situacion, esta es una bacteria Gram negativa
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residente del tracto digestivo de las personas sanas, la cual puede invadir el sistema
urinario y multiplicarse desde la uretra hasta el riion causando mas del 95% de las
infecciones urinarias (Alejo, A. 2014). Por otro lado, Streptococcus pneumoniae puede
formar parte de la flora comensal de las vias respiratorias superiores, a partir de esta
localizacion y cuando las barreras defensivas naturales se alteran, el neumococo es capaz
de producir enfermedad como la sinusitis y cuando alcanza el parénquima pulmonar da

origen a la neumonia (Llor, C. et al., 1996).

Citando otro ejemplo respecto a condiciones fisioldgicas que pueden causar un
desequilibrio en la microbiota tenemos que en la edad fértil, los estrégenos aumentan la
produccion de glucdgeno en las células de la mucosa vaginal, lo que propicia energia a
los lactobacilos y estos a su vez producen acido lactico, que mantiene el pH vaginal en
un rango 6ptimo (entre 4 y 5), controlando el crecimiento de bacterias oportunistas y
patdgenas. Durante la menopausia, los niveles de estrogenos son mas bajos, lo que reduce
la cantidad de lactobacilos y eleva el pH vaginal (Agtiero, S. 2019). El aumento de pH
por la mestruacion, también dificulta el crecimiento de lactobacilos mientras que el
sangrado menstrual proporciona nutrientes a bacterias como Gardnerella vaginalis o
Prevotella, que cuando se convierten en dominantes pueden inducir alteraciones como la
vaginosis (Martin, R. et al., 2008). Complementariamente, tanto los dispositivos
intrauterinos asi como los espermicidas inhiben el desarrollo de los lactobacilos,

favoreciendo asi la aparicion subsiguiente de vaginosis y vaginitis (Wilson, J. 2004).

2.8.2 Dela flora de otro paciente o miembro del personal y del ambiente
(infeccion exdgena)

Las bacterias se pueden transferir de un paciente a otro por medio de gotitas de saliva
generadas al toser o al hablar (las bacterias de menos de 10 um de didmetro permanecen
en el aire por varias horas de la misma manera que el polvo fino). Tal es el caso de
Corynebacterium diphtheria, un bacilo Gram positivo que da lugar a la difteria;
enfermedad que afecta la garganta y las vias respiratorias superiores. Esta enfermedad se

transmite por contacto fisico o por inhalar las secreciones aerosolizadas por tos o
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estornudos de individuos infectados (OPS, s.f.). También, la propagacion de bacterias
puede ser por contacto directo o indirecto a través del personal sanitario que
eventualmente transfiere bacterias a otros pacientes durante la atencion médica; objetos
contaminados (incluso el equipo médico); los visitantes u otros focos de infeccion
ambientales (agua o alimentos). Microorganismos Gram negativos como Pseudomonas
spp. ¥ Acinetobacter spp. a menudo se aislan del agua, zonas himedas e incluso de
productos estériles o desinfectados (OMS, 2003). Un caso particular de lo citado
anteriormente es P. aeruginosa que ha mostrado resistencia a desinfectantes usados para
el tratamiento del agua, como el cloro, las cloraminas, el ozono y el yodo (Gonzélez, M,

. et al., 2014; INSST, 2022).

Siguiendo con el tema de los reservorios ambientales, Clostridium tetani, bacteria
responsable del tétanos y productora de esporas, es un comensal transitorio de la
microbiota intestinal ya que se ha aislado ocasionalmente de heces humanas y de
animales (Armijo, J. et al., 2012), aunque también se puede encontrar en el suelo
contaminado con materia organica, en la superficie de la piel y de herramientas oxidadas
como clavos, agujas, etc. (OMS, 2024). Sin embargo, la enfermedad ocurre cuando las
esporas ingresan al organismo a través de una herida abierta o quemadura liberando una
toxina llamada tetanospasmina que ocasiona espasmos musculares intensos e

intermitentes y rigidez generalizada (Manrique, G. ef al., 2021).

2.9 Patogenos ESKAPE

Por otro lado, la OMS (OMS, 2017, 2024), ha creado una lista de bacterias prioritarias
dentro de las infecciones nosocomiales con alta morbilidad y mortalidad que incluye a
los “patogenos ESKAPE”. ESKAPE es un acronimo que deriva de la primera letra del
nombre cientifico de cada una de las siguientes bacterias: Enterococcus faecium
resistente a la vancomicina (VRE), Staphylococcus aureus resistente a meticilina y
vancomicina (MRSA/VRSA), Klebsiella pneumoniae resistente a las cefalosporinas,
Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa

resistente a los carbapenémicos y especies de Enterobacter resistentes a las
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cefalosporinas de tercera generacion y carbapenémicos. Estas bacterias se caracterizan
no solo por dar lugar a la mayor parte de infecciones nosocomiales, sino también porque
representan paradigmas de patogénesis, transmision y resistencia a una gran cantidad de

antibioticos (Rise, L. 2008).

En Meéxico, las principales bacterias del grupo ESKAPE asociadas a infecciones
nosocomiales son Klebsiella spp. resistentes a multiples firmacos (MDR) y productoras
de betalactamasa de espectro extendido (BLEE), Enterobacter spp. productoras de
BLEE, 4. baumannii y P. aeruginosa MDR (incluso resistente a los carbapenémicos), S.
aureus resistente a la meticilina y E. faecium resistente a vancomicina (Cerezo, S. et al.,

2020).

2.10 Patogenos multirresistentes en la comunidad

La mayoria de infecciones causadas por bacterias multirresistentes son de origen
nosocomial (Matta, R. et al., 2018), sin embargo, los paises en desarrollo se enfrentan
ademas al desafio de los patdgenos multirresistentes en la comunidad, como
Mycobacterium tuberculosis, neumococos, Escherichia coli uropatégena (UPEC) o
Salmonella (Amabile, C. 2010). Por lo general, los brotes en la comunidad son el
resultado de la mala higiene y transmision de fomites (teléfonos, boligrafos, monedas y
billetes, etc) entre individuos o por exposicion al ambiente, aunque también existen otras
caracteristicas que se abordaran mas adelante que son propias de entornos vulnerables y
pueden crear condiciones ideales para la seleccidon, mutacion y transferencia de genes

responsables de la resistencia antibacteriana.

Amabile (2010) tras un analisis de resultados de encuestas representativas sobre la
susceptibilidad a patégenos adquiridos en la comunidad, sefiala que México (donde las
enfermedades respiratorias son la principal causa de consulta médica y el patdgeno
bacteriano mas comun es Streptococcus pneumoniae), es citado a menudo como el pais
latinoamericano con la prevalencia mas alta de neumococos no sensibles a la penicilina

con un 57% en el afio 2007. Por otro lado, Salmonella y Shigella son causas comunes de
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enfermedades en los paises en desarrollo. En México (2001-2002), Sal/monella presentod
altos niveles de resistencia a la tetraciclina (82%), cotrimoxazol (66%) y ampicilina
(66%). Las cepas de Shigella tuvieron tendencias similares en 2001-2002, con 100% de
resistencia a la tetraciclina y 81% a cotrimoxazol y ampicilina. Respecto a E. coli
uropatogena, esta presenta una alta prevalencia de resistencia hacia tres farmacos de
“primera eleccion”; ampicilina (74%), cotrimoxazol (60,1%) y ciprofloxacina (32,6%).
Por ultimo, el autor menciona que la tuberculosis es una “enfermedad de pobres”, lo que
coincide con el informe de la OMS (OMS, 2016), donde se reporta que mas del 95% de
los casos y muertes por tuberculosis se producen en paises en vias de desarrollo. México
no es la excepcion a lo antes mencionado, pues en 2022 la tasa de incidencia por
tuberculosis en este pais fue de 28 mil casos por cada 100,000 habitantes y la mayor
concentracion de casos se presentd al norte del pais donde los flujos migratorios son

elevados segun un reporte de la Secretaria de Salud (2023).

2.11 Factores asociados con el origen y diseminacion de la resistencia a
los antibioticos

2.11.1 Uso desmedido y poco regulado de los antibidticos en la medicina humana

El uso inapropiado de los antibidticos se considera la primera causa de seleccion y
proliferacion de bacterias resistentes. Este fenomeno se ve favorecido por tratamientos
deficientes donde los medicamentos genéricos, los cuales suelen ser mas econdmicos,
tienen una actividad antibidtica significativamente menor que su contraparte “original”
(Lambert, P. y Conway, B. 2003). Ademads, la automedicacion que se puede ver
influenciada por una dosis insuficiente del antibidtico, asi como un tratamiento
incompleto, permiten que las bacterias que han estado expuestas al antibiotico pero que
son intrinsecamente resistentes sobrevivan (Ventola, C. 2015). Cuando el antibiotico no
se restringe a infecciones bacterianas sino que se emplean para infecciones virales (como
el resfriado comun o la gripe), esto también contribuye a la seleccion de bacterias
resistentes de entre nuestras bacterias comensales. De igual manera, el uso de antibioticos
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de amplio espectro para combatir infecciones menos graves, aunado a la prescripcion sin
identificar previamente el microorganismo especifico o realizar antibiogramas, puede
reducir posteriormente la eficacia del tratamiento frente a infecciones mas virulentas y
eliminar a la poblacion susceptible, dejando espacio para que bacterias intrinsecamente

resistentes se multipliquen (Sanchez, C. 2006).

2.11.2 Uso desmedido y poco regulado de los antibidticos en la ganaderia,
avicultura y agricultura

Por otra parte, el uso indiscriminado de antibidticos en la ganaderia y avicultura como
estimuladores del crecimiento, profilacticos y para el tratamiento de infecciones, con
cifras de consumo que doblan las de uso humano (Errecalde, J. 2004; Luyt, C. et al.,
2014) ha dado lugar a la aparicion de patdgenos resistentes a antibidticos en la produccion
alimentaria. A esto se suma el uso de antibidticos en la agricultura, donde muchas
enfermedades que afectan a los cultivos son de origen bacteriano. Sin embargo, los
inconvenientes son similares a los ya mencionados, con el agravante de que los
antibioticos, ademds de incorporarse a la cadena alimenticia, permanecen en el suelo y
pueden alcanzar las capas fredticas. Por ello, National Health and Medical Research
Council (2005) han recomendado tomar algunas precauciones como el uso de
antibacterianos que se degraden rapidamente en el medio ambiente ya sea quimica o
microbioldgicamente y no usarlos en casos innecesarios o cuando hay otras alternativas
(Sanchez, C. 2006). En este sentido, los genes de resistencia a antibidticos (ARGs) son
prevalentes en las bacterias transmitidas por los alimentos, tales como los vegetales
(Perry, J. et al., 2014). Aunque, el mero hecho de que las plantas puedan adquirir ARGs
es un riesgo en si mismo. En ambos casos, los ARGs pueden llegar hasta los seres
humanos a través de la alimentacion y transferirse a las bacterias de la microbiota que

reside en nuestro sistema digestivo (Han, B. et al., 2022).
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2.12 Resistencia a los antibioticos en el ambiente

El papel que cumplen los ecosistemas acuaticos, terrestres y la atmosfera en la presencia,
diseminacion y aumento de la resistencia bacteriana puede ser estudiado a partir de dos
ambitos diferentes: la biodiversidad microbiana presente en estos ambientes y el impacto

de las actividades antropogénicas sobre estos ecosistemas.

El ambiente acuético y terrestre son el habitat natural de un gran nimero de seres vivos,
incluyendo bacterias. Las bacterias presentes en estos ecosistemas interactian
constantemente con antibidticos no metabolizados y/o bacterias resistentes asi como con
ARGs y elementos genéticos mdviles (EGM) provenientes del estiércol que se utiliza
para afiadir nutrientes a los suelos (Bengoetxea, A. et al., 2023; Marshall, B.M. y Levy,
S. B. 2011); de aguas residuales domésticas; industriales (Marti, E. et al., 2014); de
granjas y hospitales, estas Ultimas contribuyen en gran medida a su diseminacion en el
medio ambiente, incluso después del tratamiento (Buelow et al., 2020). De manera que,
los residuos de antibidticos provenientes de las aguas residuales de hospitales ejercen una
presion selectiva sobre la poblacion de microorganismos intrinsecamente resistentes y
reducen la poblacion susceptible. Por otro lado, la presencia de elementos genéticos
moviles (plasmidos, transposones, integrones) en aguas residuales favorece la
transferencia horizontal de ARGs a poblaciones bacterianas presentes en el ambiente en
virtud de que los EGM pueden permanecer en el ambiente durante cierto tiempo
dependiendo de las condiciones atn cuando las bacterias que los contienen se lisan y

mueren (Aslam et al., 2021).

2.12.1 Resistencia a los antibioticos en el agua

Los peces y otros animales acuaticos poseen una microbiota que cumple un papel
fundamental relacionado con el metabolismo e inmunidad de estos animales, sin
embargo, esta microbiota también se ve expuesta constantemente a los antibidticos y a la

interaccion con bacterias ambientales; lo que aumenta la probabilidad de transferencia de
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material genético asociado a resistencia antibiotica (Kiimmerer, K. 2009). En peces y
otros animales han sido detectadas un sinfin de bacterias resistentes a los antibidticos, y
un gran numero de ellas estan asociadas a enfermedades en el hombre; por ejemplo, en
muestras de branquias e intestino de peces se han identificado bacterias de la familia
Enterobacteriaceae con alta frecuencia de resistencia a la ampicilina, estreptomicina y
tetraciclina (Miranda, C. D y Zemelman, R. 2001). Asi mismo, se han detectado en heces
fecales de pingiiinos la presencia de bacterias resistentes a varios antibioticos (Miller, R.
V. et al., 2009; Meza, K. 2013). El ambiente terrestre no estd exento de bacterias
resistentes a los antibioticos, sino que estas se han aislado de una variedad de animales,
incluidos mamiferos como jabalies (Poeta, P. ef al., 2007) y roedores (Gilliver, M.A. et
al., 1999), aves (Radhouani, H. et al., 2009) e insectos (Kadavy, D. R. et al., 2000); los
animales adquieren estas bacterias al hurgar en residuos domésticos, desechos orgénicos
y/o superficies contaminadas o bien, pueden formar parte de la flora comensal normal de
estos como lo demuestran estudios metagendomicos del DNA microbiano intestinal de la
polilla gitana donde se identificaron varios genes de resistencia a los antibidticos (Allen,

H. K. 2009).

2.12.2 Resistencia a los antibioticos en el suelo

De manera general podemos decir que un suelo con pH neutro y alta humedad es rico en
nutrientes (Han et al., 2022), especialmente si hablamos de la rizosfera donde los
compuestos organicos exudados por las plantas son utilizados por las bacterias como
fuente de carbono (Berg, G. et al., 2005), condiciones que favorecen la densidad y
actividad microbiana. Esto a su vez, intensifica la competencia entre microorganismos
por los recursos disponibles, un aspecto importante si consideramos que muchas bacterias
del suelo producen antibidticos de manera natural (Reinoso, Y. et al., 2006) como
mecanismo de defensa, por lo que esta dindmica puede convertirse en un problema, ya
que la presion selectiva puede favorecer que otros microorganismos adquieran o
desarrollen mecanismos de resistencia a los antibidticos que producen estas bacterias,

mismos mecanismos que pueden ser transferidos a aquellas con potencial de causar
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enfermedades al hombre tanto patdogenas como oportunistas, pues los ambientes ricos en
nutrientes y las altas temperaturas derivadas del calentamiento global, ademds, aumentan
la actividad metabdlica de las bacterias, lo que incrementa la probabilidad de
transferencia horizontal de genes (THG) (Rahbe, et al., 2023). Por ejemplo, mecanismos
de resistencia antimicrobiana detectados en patdgenos de entornos clinicos tales como las
quinasas modificadoras de aminoglucosidos, probablemente tienen su origen a partir de
bacterias que viven en el suelo (Davies, J. 1994). Aunado a esto, varias bacterias
estrechamente relacionadas con importantes patégenos nosocomiales como P.
aeruginosa son colonizadores de la rizosfera muy prominentes. Ademas, la rizosfera
alberga especies bacterianas que se ha informado que causan infecciones en la piel y
heridas (Bacillus cereus, Proteus vulgaris, Pseudomonas spp.) e infecciones del tracto
urinario (P. vulgaris, B. cepacia) (Berg, G. et al., 2005). Por otro lado, la presencia de
metales pesados se relaciona positivamente con la presencia de ARGs, dado que en
muchas ocasiones los ARGs y los genes de resistencia a metales pesados (MRGs) se
encuentran ubicados en el mismo fragmento de DNA (Peng, S. et al., 2021). Como hemos
visto, las especies de bacterias que existen en el suelo, interactian con una multitud de
compuestos quimicos producidos por otros microorganismos, plantas, animales, asi como
las derivadas de procesos abidticos como son lluvia, temperatura, pH, humedad y de las
actividades antropogénicas; por ejemplo calentamiento global, la presencia de metales
pesados, contaminantes, aguas residuales. Frente a esta exposicion a lo largo del tiempo,
no es sorprendente que las bacterias hayan desarrollado maquinarias complejas para
detectar, responder y metabolizar diversas moléculas con actividad antimicrobiana,
promoviendo asi la adquisiciéon o evolucion de elementos de resistencia altamente
especificos (Wright, G. 2010). Por lo anterior, se considera que el suelo actlia como
“’caldo de cultivo” de sustancias antimicrobianas, razon por la cual es considerado como
la principal fuente potencial para la obtencion de nuevos antibidticos, precisamente por
la amplia diversidad de microorganismos que habitan en sus estratos (Arranz, A. 2017).
El problema es que son bacterias no cultivables, es decir, que no pueden crecer en
condiciones de laboratorio, sino que Unicamente pueden hacerlo en su medio (Ling, L. et

al., 2015).
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2.12.3 Resistencia a los antibioticos en el aire

La contaminacion quimica, una caracteristica propia de los paises en desarrollo debido a
la falta de regulacion o corrupcion, puede desempefiar un papel en la seleccion de
bacterias resistentes. El ozono, por ejemplo, es un contaminante de aire comun en las
grandes ciudades mexicanas, derivado de las reacciones fotoquimicas de los gases de
escape de los automdviles y el gas propano doméstico, y se ha demostrado que selecciona
bacterias con mecanismos de respuesta oxidativa que también confieren un fenotipo
multirresistente (Jiménez, G. et al., 2001).Ademas, la contaminacion del aire causada por
materia particulada (PMas), la cual contienen bacterias multirresistentes y ARGs, se
relaciona con un aumento de permeabilidad en las membranas fomentando asi la
transferencia horizontal de elementos genéticos moviles que contengan estos genes, lo
que se vuelve una via de exposicion a genes de resistencia para los seres humanos

mediante su inhalacion (Zhou, Z et al., 2018).

A lo anterior se suma la falta de infraestructura adecuada, los animales callejeros y la
gestion inadecuada de aguas residuales y de la basura, que en conjunto aumentan los

niveles de contaminacion cruzada.

2.13 Vias de adquisicion de genes resistentes a los antibidticos

Existen tres principales vias de adquisicion de genes resistentes a los antibidticos, cada

una con sus propias particularidades.

La primera via de resistencia se considera intrinseca, ya que, gracias a las técnicas de
secuenciacion masiva de miles de bacterias se ha corroborado que todos los
microorganismos analizados presentan cierto grado de resistencia natural (intrinseca) a
los antibacterianos, ya sea por la presencia de genes que codifican mecanismos de
resistencia o porque carecen de la diana de accion donde deben actuar algunos
antibioticos (Martinez, L. 2016). Bajo esta circunstancia, se lleva a cabo la transferencia

vertical de genes por reproduccion asexual (fision binaria), donde los genes se transfiren
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de generacion en generacion. De manera que, todas las bacterias de la misma especie son
resistentes a ciertas familias de antibioticos y eso les permite tener ventajas competitivas
con respecto a otras cepas y sobrevivir en caso de que se emplee ese antibiotico (Pérez,

D. 2017).

Por otro lado, las bacterias tienen la capacidad de incorporar DNA foraneo de bacterias
resistentes de la misma o diferente especie a su genoma y sin necesidad de la
reproduccion asexual, lo que da lugar a la resistencia adquirida. La incorporaciéon de DNA
foraneo ocurre a través de la “transferencia horizontal de genes (THG)” (Rodriguez, R.
E.etal., 2020)y este proceso a su vez puede llevarse a cabo mediante tres vias diferentes:
la conjugacion (asociada a ciertos tipos de pldsmidos), transduccion (dependiente de
bacteriéfagos) o transformacion (captura de DNA fordneo que se encuentra
principalmente en el medio ambiente) (Martinez, L. 2016; Rodriguez, R. E. et al., 2020).
A través de la THG una bacteria puede adquirir resistencia a uno o varios antibidticos sin
necesidad de haber estado en contacto con estos (Pérez, D. 2017). Un ejemplo de ello es
la vancomicina, un antibiotico que en su momento fue eficaz para tratar infecciones
estafilococicas resistentes a la meticilina, Clostridium difficile y enterococos. Sin
embargo, eventualmente aparecieron cepas resistentes a la vancomicina, resistencia que
se atribuye al gen vanA, adquirido por conjugacion de Enterococcus faecalis (Becerra,
G. et al., 2009). Por ultimo, la adquisicion de genes resistentes incluye también

mutaciones en genes cromosomicos o plasmidicos (Musser, M. et al., 2020).

De lo anterior, podemos concluir que las bacterias resistentes (mutantes) surgen
independientemente de la presencia o ausencia del antibidtico en el entorno, mas bien es
el resultado de las alteraciones en el material genético que pueden ocurrir de manera
natural durante el proceso de replicacion del DNA. El antibidtico, por su parte, actua
como elemento que lleva a cabo el proceso de seleccion, favoreciendo a las bacterias

resistentes y eliminando las bacterias sensibles (Martinez, L. 2017).

2.14 Definicion de antibiotico
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Los antibioticos son moléculas naturales (producidas por plantas, bacterias, hongos,
actinobacterias), sintéticas o semisintéticas, capaces de inhibir el crecimiento o inducir la
muerte bacteriana (Jackson, L. et al., 1998) tras ejercer una accidon especifica sobre

algunas estructura o funcion de los microorganismos.

De manera general, los antibioticos se pueden clasificar en tres grandes grupos de acuerdo
a su accidon bacteriostatica, bacteriolitica o bactericida. Los primeros inhiben el
crecimiento bacteriano (efecto reversible), los segundos inducen la muerte celular
bacteriana por lisis y los ultimos también inducen la muerte celular, pero sin lisis (Blair,
J. et al., 2015; Sanchez, M. A. et al., 2019). Sin embargo, algunos antibidticos pueden
presentar diferente efecto sobre las bacterias dependiendo del microorganismo en el que
se empleen, por ejemplo, la penicilina G suele ser bactericida para cocos Gram positivos,

pero solo es bacteriostatico contra S. faecalis (Jackson, L. et al., 1998).

2.15 Clasificacion de antibioticos segun su origen

Naturales o biolégicos: Sustancias quimicas obtenidas de organismos vivos como
plantas, hongos y bacterias. Un ejemplo de ello es la penicilina G, compuesto descubierto

por Alexander Fleming, a partir de una cepa de Penicillium notatum (Vigliarolo, L. 2020).

Semisintéticos: Compuesto que derivan de moléculas naturales pero que son
modificados quimicamente en el laboratorio para mejorar su efectividad. Por ejemplo, la
meticilina, antibidtico activo frente a S. aureus productor de beta-lactamasas. (Vigliarolo,

L. 2020).

Sintéticos: Compuestos creados totalmente bajo condiciones de laboratorio. Por ejemplo,
las sulfamidas, antibidtico bacteriostatico, activo sobre Gram positivos y negativos

(Lopardo, H. A. 2020).

2.16 Clasificacion de antibioticos segin su espectro de accion
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Amplio: Aquellos antibidticos que son activos sobre un amplio nimero de especies y

géneros diferentes (Seija, V. y Vignoli, R. 2006).

Reducido: Antibidticos activos sobre un grupo reducido de especies (Seija, V. y Vignoli,

R. 2006).

2.17 Blanco de accion de los antibioticos

2.17.1 Inhibidores de la formacion de la pared celular bacteriana

Las bacterias son microorganismos hiperosmolares (alta concentracion de sales,
azucares, aminoacidos y proteinas) con respecto a los tejidos y el fluido intersticial de los
mamiferos, por lo tanto, para mantener su integridad cuando infectan al hombre,
necesitan una pared celular rigida (Jackson, L. et al., 1998). En bacterias Gram positivas,
la pared celular se encuentra inmediatamente accesible y constituye un blanco ideal. Esto
no ocurre en bacterias Gram negativas, donde la pared celular es mas delgada y ademas
se encuentra rodeada por una membrana externa que actua como barrera protectora
impidiendo o dificultando el paso del antibiotico, especialmente a aquellos que no pueden
atravesar la membrana externa o que requieren canales especificos para acceder al blanco

(Sanchez, C. 2006).

En esta seccion no consideraremos la membrana externa, ya que para entender como
actian los antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular, basta con comprender
cada una de las 5 etapas de sintesis del principal componente de la pared celular: el

peptidoglicano.

Primer etapa: En el citoplasma bacteriano, se sintetizan por separado los diferentes
elementos (UTP, PEP y NADPH) que daran lugar a los precursores del peptidoglicano:
el N-acetil-glucosamina-1-fosfato (NAG) y el 4cido N-acetil-murdmico (NAM). Cabe
mencionar que NAM es un derivado de NAG. De manera que el azicar N-
acetilglucosamina-1-fosfato “ataca” a uridintrifosfato (UTP), y desplaza el pirofostato, el

cual se une al C1 de N-acetil-glucosamina-1-fosfato para ahora convertirse en UDP-N-
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acetil-glucosamina (UDP-NAG). A partir de aqui, algunos de los UDP-NAG se usan
como precursores de la N-acetil-glucosamina (que ya puede entrar a la segunda etapa de
la sintesis de la pared bacteriana), mientras que otros se convierten en acido UDP-N-
acetil-muramico (UDP-NAM). UDP-NAG se convierte en UDP-NAM afiadiendo un
grupo lactilo. Durante esta reaccion, la enzima enolpiruvato transferasa desplaza un
fosfato del carbono o del fosfoenolpiruvato (PEP) para que el derivado de enol
(enolpiruvato) resultante se afiade al grupo hidroxilo del C3 del UDP-NAG, formando el
UDP-N-acetilglucosamina-3-enolpiruvatoéter. Después, el derivado de enol se reduce a
una porcion de lactilo mediante el NADPH, en una reaccion llevada a cabo por la enzima
UDP-N-acetilglucosamincenol-piruvato reductasa para formar el acido UDP-NAM

(Peralta, C. 2025).

2.17.1.1 Fosfomicina

Antibidtico bactericida de origen natural, actualmente producido por sintesis quimica, de
bajo peso molecular, hidrosoluble y de amplio espectro que incluye bacilos Gram
negativos y Gram positivos y Staphylococcus spp. (excepto S. saprophyticus y S. capitis)
(Lopardo, H.A. 2020). Este antibiotico actia bloqueando la primera etapa de la sintesis
de la pared celular bacteriana al inhibir la enzima enolpiruvato transferasa, enzima
encargada de la adicion del derivado de enol a la molécula de UDP-NAG. Esta reaccion
se inhibe porque la fosfomicina al ser un andlogo estructural del fosfoenol piruvato, se
une covalentemente con la enzima. La fosfomicina atraviesa la membrana externa
mediante las porinas; debido a su pequefio tamafio pasa la barrera de peptidoglicano sin
dificultad y finalmente atraviesa la membrana citoplasmatica a través de sistemas de
transporte activo del D-glucosa-6-fosfato, inducible. Por ello, a los medios o discos para
estudiar la sensibilidad de las bacterias a fosfomicina debe afiadirse glucosa-6-fosfato

(Calvo, J. y Martinez, L. 2009).

Segunda etapa: Al C3 del acido UDP-NAM se le van uniendo aminoécidos
secuencialmente (frecuentemente 5) hasta formar una cadena de pentapéptidos en la que

se alternan las formas Levo (L) y Dextro (D), y en la que los dos ultimos aminoacidos
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conforman el dipéptido dextro (D)-alanin-(D)-alanina (Pirez, M. y Mota, M. 2006). Cabe
destacar que los dos ultimos aminoécidos de la cadena pentapéptidica se encuentran en
su forma Levo (L)-alanina antes de unirse a la cadena, por lo que para unirse
adecuadamente, la enzima racemasa transforma la L-alanina en D-alanina. Esto es
importante porque la configuracion Dextro (D) hace mas resistente a la cadena
pentapéptida ante la desactivacion por las proteasas. Posteriormente, la enzima D-
alanina-sintetasa forma dimeros de D-alanina, lo que facilita su unién a la cadena
peptidica del monosacarido (Calvo, J. y Martinez, L. 2009) y el avance a la siguiente

etapa de la sintesis de la pared celular.

2.17.1.2 Cicloserina

Antibidtico analogo a la base estructural de la D-alanina, por lo que actiia inhibiendo
competitivamente la actividad de la L-alanina-racemasa y de la D-alanina sintetasa

(Calvo, J. y Martinez, L. 2009).

Tercer etapa: El NAG y el pentapéptido UDP- NAM deben ser movilizados del
citoplasma hacia el exterior de la membrana citoplasmatica (MC), para ello, la MC posee
un transportador lipidico que permite el transporte y ensamblaje de sustancias que, como
los azucares, son hidrofilicas, y no podria pasar por si mismas la barrera hidrofobica de

la membrana: el bactoprenol (undecaprenil-fosfato o lipido P/Lip P) (Lafiez, E. 2006)

Ambos azlcares se mueven por difusion a la superficie citoplasmatica de la membrana y

ahi, ocurren tres cosas:

1. El bactoprenol desfosforila al C1 de UDP-NAM pentapéptido, liberando UMP al
citoplasma para posteriormente formar un enlace pirofosfato con el C1 del ahora UMP-

NAM pentapéptido. Esta reaccion da como resultado Lip-P-P-NAM (pentapéptido).

2. NAG se une a NAM (que ya se encuentra unido al bactoprenol) cuando el C4
hidroxilo de NAM se une al C1 de NAG mediante un enlace B(1-4), propiciando la
liberacion de UDP de NAG al citoplasma por lo que NAG queda libre de UDP pero ahora
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se encuentra unido a Lip-P-P-NAM (pentapéptido) formando el disacarido Lip-P-P-
NAM (pentapéptido)-NAG, precursor del PG.

3. Una vez unidos los monosacaridos al bactoprenol, este se da la “vuelta” desde la capa
interna hasta la externa de la MC (en una especie de flip-flop), de modo que el disacarido
Lip-P-P-NAM(pentapéptido)-NAG quede expuesto hacia el exterior de la MC donde hay

una cadena preexistente que a su vez estd unida a otra molécula de Lip-P-P.

Cuarta etapa (transglucosidacion): Consiste en la union del C4 hidroxilo de NAG de
cada unidad disacarida en formacién (con su pentapéptido) unida a su respectivo Lip-P-
P (undecaprenil), con el C1 de NAM de la cadena preexistente que a su vez estd unida a
otra molécula de Lip-P-P (undecaprenil), reaccion que libera al Lip-P-P (undecaprenil en
forma pirofosforilada) del C1 de NAM de la cadena preexistente. Esta reaccion es
catalizada por una transglicosilasa ligada a la membrana (PBP-1a y PBP-1b) para que
posteriormente una fosfatasa elimine el fosfato terminal del Lip-P-P liberado,

regenerandose el undecaprenil-fosfato.

No obstante, la cadena en formacion sigue anclada a la membrana por el undecaprenil
(Lip-P-P), por lo que una pirofosfatasa ligada a la membrana, hidroliza el lipido-P-P
liberando un fosfato y dando fin a la transglicosilacion, dado que con la liberacion del
fosfato se vuelve a formar el Lip-P (bactoprenol), el cual queda disponible para
transportar nuevos precursores de PG al exterior de la membrana (Ladez, E. 2006;

Peralta, C. 2025).

2.17.1.3 Polipéptidos (bacitracina, polimixinas)

Estos antibidticos son activos principalmente en bacterias Gram positivas, pues tiene
dificultades de permeabilidad en las bacterias Gram negativas (Martinez, D. 1982).
Actliian uniéndose al bactoprenol pirofosforilado, e impide su desfosforilacion por la
fosfatasa, evitando asi, que pueda utilizarse de nuevo en el transporte del disacérido-
pentapéptido a través de la MC, hasta la pared en formacion (Calvo, J. y Martinez, L.
2009).
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Quinta etapa (transpeptidacion): Consiste en la union entre las cadenas pentapéptidas
adyacentes del glicano en formacion con el glicano aceptor (cadena paralela a la cadena
en formacion). De manera que el aminoécido (D-alanina) en la posicion 4 del glicano en
formacion se une con una L-lisina (S. aureus) o acido diaminopimélico (DAP) en la
posicion 3 del glicano aceptor. Cuando ocurre dicha union entre las dos cadenas
pentapéptidas el aminoacido en la posicion 5 (D -alanina) del glicano en formacion se
ve desplazado (hidrolizacion). Ademas, la hidrolisis del enlace peptidico entre las dos L-
alaninas terminales suministra la energia necesaria para que se puedan unir las dos
cadenas adyacentes. Por lo que en cada reaccion de transpeptidacion es necesaria la
liberacion de la D-alanina terminal (5). Este proceso estd mediado por transpeptidasas
(PBP-1a y PBP-1b). La D-alanina terminal (5) del glicano aceptor que no participa en
dicha union también se elimina, pero este proceso lo lleva a cabo la carboxipeptidasa D-
alanina (PBP-4, PBP-5 Y PBP-6) por lo que al final, se pasa de tener cadenas
pentapéptidas a cadenas tetrapéptidas (Lafiez, E. 2006; Peralta, C. 2025). Es decir, en
cada reaccion de transpeptidacion se libera una D-alanina en la posicion 5 y ademas, la
hidrolisis del enlace peptidico entre las dos L-alaninas terminales suministra la energia
necesaria para que se puedan unir las dos cadenas adyacentes. Este proceso esta mediado
por transpeptidasas también denominadas penicillin binding proteins (PBP-1a y PBP-1b).
La D-alanina terminal (5) del glicano aceptor que no participa en estas uniones también
se elimina, pero este proceso lo lleva a cabo la carboxipeptidasa D-alanina (PBP-4, PBP-
5'Y PBP-6) por lo que al final, se pasa de una cadena pentapéptida a una cadena

tetrapéptida (Lafiez, E. 2006; Peralta, C. 2025).

2.17.1.4 Glicopéptidos (vancomicina, teicoplanina)

La vancomicina es un antibidtico bactericida que actua sobre bacterias Gram positivas,
acta contra Staphylococcus meticilinorresistente de perfil hospitalario (SAMAR),
staphylococcus coagulasa negativos meticilinorresistentes, Corynebacterium JK
(multirresistente) y Enterococcus resistente a los betalactdmicos y aminoglucosidos. La

teicoplanina tiene una estructura similar a la vancomicina y un perfil de actividad similar.
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Los glicopéptidos son activos ademads sobre Streptococcus, corinebacterias, Bacillus spp.,
algunas actinobacterias y Clostridium spp., incluido Clostridium difficile (Seija, V. 'y
Vignoli, R. 2006). Su mecanismo de accion consiste en unirse al dipéptido de D-alanina
mediante puentes de hidrogeno, bloqueando la hidrdlisis del enlace peptidico entre las
dos D-alaninas terminales por las transpeptidasas asi como la liberacion de energia que
se requiere para la union de las cadenas adyacentes y en consecuencia evitan la

elongacion del peptidoglicano (Calvo, J. y Martinez, L. 2009).

2.17.1.5 Betalactamicos (penicilina, cefalosporinas, monobactamicos,
carbapenémicos)

Corresponden a un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico (Seija, V. y Vignoli, R.
2006; Gomez, J. et al. 2015). Ademads, constituyen la familia de antibidticos mas
utilizados en la practica clinica, correspondiendo al 50% de todas las recetas médicas
antibioticas en todo el mundo (Pérez, D. 2017). Son activos sobre bacterias Gram
positivas, Gram negativas y espiroquetas (Seija, V. y Vignoli, R. 2006). Recapitulando
lo que pasa en la cuarta y quinta etapa de la sintesis de la pared celular (PG), las enzimas
PBP tienen actividad transpeptidasa, transglucosidasa y carboxipetidasa, por lo que
pueden entrelazar los componentes del peptidoglicano. Los B-lactdmicos bloquean estas
enzimas porque el anillo B-lactdmico tiene una estructura espacial similar a la del residuo
acil-D-alanin-D-alanina de las cadenas adyacentes del peptidoglicano, que es el sustrato

natural de las PBP (Calvo, J. y Martinez, L. 2009).

2.17.2 Inhibidores de la biosintesis proteica

El mecanismo de biosintesis de proteinas, también denominado traduccion es un proceso
que tiene lugar en los ribosomas por lo que no es de extrafiarse que estos representan uno

de los principales blancos de accion de los antibidticos. El ribosoma bacteriano se
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compone de 3 moléculas de RNA ribosomal (RNAr), organizadas en una subunidad

mayor (50S) y en otra menor (30S) (Lopardo, H. A. 2020).

La subunidad 30S contiene una molécula Gnica de RNAr, denominada RNAr 16S que
verifica la correcta “lectura” del codigo genético encriptado en el RNAm, por parte del
RNAt. Mientras que la subunidad 50S estd formada por una molécula de 23S RNAr,
responsable de la catalisis de la formacion de enlaces peptidicos. También, forma parte
de la subunidad mayor una molécula 5S RNAr que tiene un papel estructural y
estabilizador, ayudando a mantener la integridad de dicha subunidad (Laursen, B. et al.,

2005; Carbon, J. 1964).

Cada subunidad ribosomal tiene 3 sitios de unidon para el RNAt, nombrados sitio A
(aminoacil), que acepta el nuevo RNAt aminoacilado; el sitio P (peptidil), que sostiene
el RNAt con la cadena polipeptidica en crecimiento y el sitio E (salida), que sostiene el

RNAt deacilado antes de que abandone el ribosoma.
La traduccion se divide en cuatro etapas diferentes:

Iniciacion: La iniciacion de una cadena polipeptida en procariontes precisa de: (1) la
subunidad ribosomal 30s; (2) el RNAm que mantiene fielmente las caracteristicas de la
informacion genética para el polipéptido que ha de sintetizarse; (3) el RNA de
transferencia (RNAt) inicial (formilmetionil RNAt); (4) los factores de iniciacion 1 (IF1),
2 (IF2), 3 (IF3); y (5) GTP (Gualerzi, C. y Pon, C.1990).

El proceso comienza en la subunidad 30S que se mantiene separada de la subunidad 50S

mediante la accion de factor IF3 (Simonetti, A. et al., 2008).

La subunidad 30s, especificamente la region complementaria de su RNA ribosémico 16S
reconoce y se une a la secuencia Shine-Dalgarno que se encuentra justo antes del codon
de inicio (generalmente AUG) del RNAm (William, J. et al., 1987). Dicha union permite
la formacion del complejo de iniciacion 30s (30SIC). El factor IF2 cataliza la union del
RNAt inicial (formilmetionil RNAt) al complejo 30SIC y su correcto posicionamiento en
el sitio P, una vez ahi el anticodon del RNAt inicial interacta fisicamente con el codon
de inicio del RNAm (AUG). A su vez, el factor IF1 bloquea el sitio de uniéon del RNAt

en A para que el RNAt inicial se posicione correctamente en el sitio P. Por lo que se
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podria decir que el factor IF1 e IF2 cooperan entre si para asegurarse de que el RNAt
inicial sea el que ocupe el sitio P. Posteriormente, el factor IF2 estimula la unién de la
subunidad 50s al complejo 30SIC. Dicho ensamblaje dispara la hidrolisis de la molécula
de GTP unida a IF2. Finalmente, los factores de iniciacion se desamblan del complejo

30SIC y la maquinaria contintia hacia elongacion (Vallejo, P. 2010).

Elongacion: Al final de la etapa de iniciaciéon, un RNAt inicial cargado con N-
formilmetionil se encuentra unido al codon inicial (AUG) del RNAm en el sitio P del
ribosoma 70S y el sitio A se encuentra desocupado. Un nuevo RNAt cargado con un
triplete especifico de bases nitrogenadas (aminoacil-RNAt) es conducido al sitio A del
ribosoma con ayuda del factor de elongacién Tu (EF-Tu) y una molécula de GTP. En el
sitio A, el anticodon (triplete de bases nitrogenadas) del RN At nuevo se empareja con el
codon del RNAm, sin embargo, el extremo aceptor del RNAt del sitio A se encuentra aun
unido a EF-Tu (Moazed, D. y Noller, H. 1989) . Durante este proceso de codificacion, el
ribosoma monitorea la correcta lectura del codon del RNAm por parte del RNAt nuevo,
para asegurar que solo se acomode el RNAt cargado con el triplete de bases nitrogenadas
correcto que a su vez esta unido a un aminoacido especifico mientras que los RNAt con
anticodones incorrectos se rechaza y se reemplaza por uno nuevo que también serad

revisado.

Una vez verificada la interaccion, EF-Tu cataliza la hidrolisis de GTP y se libera el

complejo binario EF-Tu-GDP del RNAt nuevo en el sitio A (Dell, V. A. et al., 1990)

Tras la liberacion de EF-Tu-GDP, el RNAt nuevo puede mover su extremo libre aceptor
(CCA) hacia la peptidil-transferasa en la subunidad 50S, para posteriormente formar un
enlace peptidico entre el grupo amino del aminodcido que posee y el grupo N-
formilmetionilo del RNAt inicial que se encuentra en el sitio P (Vallejo, P. 2010). Al
mismo tiempo, el ribosoma se mueve un triplete hacia delante del RNAm y por
consiguiente, el RNAt inicial “vacio” (sin su grupo N-formilmetionilo) se encuentra
ahora en el sitio E y el segundo RNAt (ahora unido covalentemente a un dipéptido) se
desplaza al sitio P, por lo que el sitio A queda desocupado. A este proceso se le conoce
como translocacion y es facilitado por el factor EF-G (Spirin, A. S. 1968). Cuando el sitio
A esta desocupado puede recibir otro RNAt aminoacilado, comenzando asi otro ciclo de
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elongacion de la cadena. La repeticion del ciclo de enlogacion descrito adiciona un
aminoacido cada vez al extremo terminal de la cadena polipéptida que se esta sintetizando
conforme a la secuencia del RNAm hasta que se encuentra en esta secuencia con un codon

de terminacion (Vallejo, P. 2010).

2.17.2.1 Aminociclitoles (espectinomicina)

Antibibtico natural obtenido de Streptomyces spectabilis. Se trata de una molécula cuya
estructura quimica consta de un anillo aminociclitol, sin enlaces glucosidicos ni cadenas
de aminoazicares (Elorza, E. 2002). Actia contra un amplio rango de bacterias Gram
negativas. Su actividad es bacteriostatica y su mecanismo de accion consiste en impedir

launidn de la subunidad 30S ribosomal con el RNAm (Brugueras, M. y Garcia, M. 1998).

2.17.2.2 Aminoglucoésidos (estreptomicina, gentamicina, kanamicina,
tobramicina, neomicina)

Son antibidticos que presentan dos 0 mas aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos
a un anillo aminociclitol (Seija, V. y Vignoli, R. 2006). Son activos frente a gran parte
de los bacilos Gram negativos aerobios (Garcia, J. A. et al., 1997). Su mecanismo de
accion consiste en unirse a la subunidad 30S del ribosoma, especificamente al factor de
elongacion EF-Tu para inhibir la provision del aminoacil-RNAt al sitio A con el

consiguiente bloqueo de la sintesis proteica de la bacteria (Lopardo, H. A. 2020).

2.17.2.3 Tetraciclinas

Corresponden a un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético derivados de
diferentes especies de Streptomyces spp. Se caracterizan por poseer en su estructura 4
anillos bencénicos fusionados. Son antibidticos de amplio espectro, bacteriostaticos,

eficaces contra microorganismos Gram positivos y Gram negativos, aerobios y
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anaerobios (Patifo, N. y Septlveda, A. 2008). Acceden al interior celular por difusion
pasiva y transporte activo. Al igual que la estreptomicina, actia inhibiendo la entrada del
aminoacil-RNAt, incluyendo el de iniciacidn, al sitio receptor de la subunidad 30S (sitio
A), provocando el bloqueo de la iniciacion de la cadena polipeptidica (Garcia, M. et al.,

2003).

2.17.2.4 Cloranfenicol

Es un antibidtico de origen natural producido por diversas especies del género bacteriano
Streptomyces. Hoy dia se sintetiza quimicamente para su producciéon comercial a gran
escala (Controulis, J. ef al., 1949) y ha sido modificado en multiples ocasiones para la
obtencion de moléculas analogas con mejor actividad antimicrobiana (Mateus, C. R. y
Coelho, F. (2005) Su estructura quimica corresponde a un grupo nitrobenceno unido a un
grupo propanol que le confiere actividad antiinfecciosa, asi como un grupo amino
conectado a un derivado del 4cido dicloroacético (Powell, D. A. y Nahata, M. C. 1982).
Actlia sobre la subunidad 50S al inhibir la formacion del enlace peptidico entre los
aminoacil-RNAt (Lopardo, H. A. 2020; Martinez, L. O. 2006; Morales, Y. E. et al.,
2007).

2.17.2.5 Lincosamidas (clindamicina, lincomicina)

Son antibidticos de origen natural obtenidos por purificacion a partir de un
actinobacterias. Son activos contra cocos Gram positivos y algunos anaerobios
(Bacteroides, Clostridium, excepto Clostridium difficile, Peptostreptococcus 'y
Propionibacterium acnes). Clindamicina, lincomicina presentan actividad bacteriostatica
al inhibir la transpeptidacion necesaria para la sintesis proteica bacteriana (Stahl, J. P.

2017).
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2.17.2.6 Macrdlidos (eritromicina)

Los macrolidos son un grupo de antibioticos semisintéticos derivados de la eritromicina
producida por Streptomyces eritreus (Seija, V. y Vignoli, R. 2006). La familia se
caracteriza por poseer como nucleo molecular un anillo lactona macrociclica al cual se
unen desoxiazucares aminados (Prescott, J. F. 2002). La diferencia entre los compuestos
de esta familia estd dada por el nimero de carbonos que componen la molécula. Por
ejemplo, la eritromicina esta constituida por 14 atomos (Pifera, J. et al., 1998). Su
mecanismo de accion consiste en unirse al sitio P del componente 23S de la subunidad
50S para inhibir la translocacion en la cual el ribosoma avanza a lo largo del RNAm
permitiendo la adicion de un nuevo aminoécido a la cadena polipeptidica (Lucas, M. F.

et al.,2007).

Terminacion: El codén de terminacion en la secuencia de RNAm esta dada por alguno
de los siguientes tripletes: UAA, UAG y UGA, los cuales no codifican para ningun
aminoacido y se encuentran situados inmediatamente después del codon que especifica
para el ultimo aminodcido de la cadena, es decir, en el sitio A. Estos codones de
terminacion son reconocidos por los factores de liberacion RF1 y RF2 que catalizan la
hidrdlisis y liberacion del polipéptido unido al RNAt en el sitio P hacia el citoplasma
(Kisseley et al., 2003; Laurberg et al., 2008). Después de que los factores de liberacion
(RF1 y RF2) hayan reconocido el codon de terminacién para la posterior liberacion de la
cadena polipeptidica, el factor de liberacion RF3 con funcion GTPasa favorece la

posterior disociacion de RF1 y RF2 (Vallejo, P. 2010).

Reciclaje: El ribosoma 70S se disocia de sus subunidades gracias a la acciéon de una
proteina denominada factor de reciclaje (RRF) que trabaja junto con EF-G (Peske et al.,
2005) para separar la subunidad mayor de la menor. Después, el factor de iniciacion IF3
desagrega al RNAm y un RNAt deacilado en el sitio P de la subunidad 30s (Vallejo, P.
2010). De este modo la subunidad 30S queda libre para iniciar un nuevo ciclo de

traduccion.
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2.17.3 Inhibidores de la replicacion del DNA

El cromosoma bacteriano esta constituido por una doble cadena circular de DNA que es
cientos de veces mayor al volumen de la propia bacteria. Lo anterior es posible gracias a
que la molécula de DNA se encuentra plegada sobre si misma en una forma
superenrollada (Calvo, J. y Martinez, L. 2009). En procariontes, las topoisomerasas del
tipo II, es decir, la topoisomerasa I o DNA girasa y la topoisomerasa IV, son las enzimas
encargadas de ajustar el nivel de superenrollamiento del DNA en estado estacionario para
facilitar las interacciones de las proteinas con el DNA y prevenir un superenrollamiento
excesivo, que es perjudicial (Champoux, J. 2001), todo ello necesario para una correcta

replicacion y transcripcion del DNA.

La DNA girasa y topoisomerasa IV son enzimas tetraméricas, compuestas por dos
subunidades A y dos subunidades B, codificadas respectivamente por los genes gyrA4 y
gyrB en el caso de la DNA girasa y parC y parE en el caso de la topoisomerasa IV
(Kevan, L. y Wang, J. 1980; Kato, J. et al., 1990). Ambas enzimas funcionan de diferente

manera como veremos a continuacion:

Durante la replicacion, una vez que las cadenas de la molécula de DNA son separadas
por las helicasas mediante la ruptura de los puentes de hidrégeno, se forma una horquilla
de replicacioén lo que genera tension y sobreenrollamiento positivo, es decir, la doble
hélice de DNA que se encuentra por delante de la horquilla de replicacion, se enrolla en
la misma direccion que la hélice, aumentando la torsioén y por lo tanto volviéndose més
“apretada”. De manera que, el DNA girasa avanza delante de la horquilla de replicacion
removiendo el sobreenrollamiento positivo (Caetano, J. A. 2020), lo cual facilita el
desenrollamiento de la doble hélice y reduce la torsion para que pueda llevarse a cabo la
replicacion y transcripcion del DNA. Por otro lado, la topoisomerasa IV avanza detras de
la horquilla de replicacion introduciendo superenrollamientos positivos (Caetano, J. A.
2020), ademas, es la encargada de separar la parte replicada del DNA (Brugueras, M. et
al., 2005).

Las quinolonas mas hidrofilicas ejercen su accidn tras penetrar la membrana externa

mediante un mecanismo de difusion pasiva a través de las porinas mientras que las mas
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hidrofébicas lo hacen por difusion simple a través de las membranas (Nikaido, H. y
Thanassi, D. G. 1993) Una vez en el citoplasma, actiian por mecanismos complejos y no
del todo conocidos, aunque se sabe que su mecanismo de accion consiste en inhibir la
DNA girasa en las bacterias Gram negativas y la topoisomerasa IV en bacterias Gram
positivas (Drlica, K. y Zhao, X. 1997; Hooper, D. C. 1995), formando un complejo
ternario entre quinolona, enzima y DNA y por ende, act@ian inhibiendo el proceso de

replicacion y transcripcion.

2.17.3.1 Quinolonas (acido nalidixico, fluoroquinolonas)

Se trata de un grupo de antibidticos que derivan de una molécula bésica formada por una
doble estructura de anillo que contiene un nitrégeno en la posicion 1, un grupo carbonilo
en la posicion 4 y un grupo carboxilo unido al carbono de la posicion 3 del primer anillo.
Las quinolonas se clasifican en generaciones (Seija, V. y Vignoli, R. 2006), atendiendo
a su espectro de actividad, de manera que, las quinolonas de primera generacion (acido
nalidixico y acido pipemidico) son activas frente a bacterias Gram negativas como F.
coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Salmonella y Shigella
(King, D. et al., 2000). Las quinolonas de segunda generacion (norfloxacino y
ciprofloxacino) son activas frente a bacterias Gram negativas pero, ademas, actiian contra
Pseudomonas spp. y presentan moderada actividad sobre bacterias Gram positivas como
S. aureus, S. epidermis, Moraxella catarrhalis, micobacterias y algunos gérmenes
atipicos (Davis, R. 1996). Las de tercera (levofloxacino, gatifloxacino) y cuarta
(moxifloxacino, trovafloxacino) generacion actuan contra bacterias Gram negativos y
micobacterias, pero presentan mejor actividad frente a Gram positivos (Streptococos
pyogenes 'y neumococo penicilina sensible y penicilina resistente), anaerobios y

patdgenos atipicos (Dalhoff, A. y Schmitz, F. 2003).

2.17.4 Inhibidores de la transcripcion del DNA

64



2.17.4.1 Rifamicinas

Son un grupo de antibidticos aislados de Streptomyces mediterranei. Pertenecen a la
familia ansamicina, la cual se caracteriza por poseer en su estructura una cadena alifatica
que conecta los dos extremos de un niicleo naftoquinona. Presentan actividad bactericida
frente a Mycobacterium tuberculosis, S. aureus, estafilococos coagulasa negativos, S.
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, C. difficile y Listeria monocytogenes, frente a
Gram negativos su espectro es mas limitado, actuando sobre Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis y Helicobacter pylori (Lopardo, H. 2020). Su mecanismo de
accion consiste en unirse a la subunidad beta de la RNA polimerasa dependiente del DNA
bacteriano, cerca del area en donde ocurre la extension del RNA mensajero naciente. Al
unirse a la subunidad lact de la RNA polimerasa, las rifamicinas inhiben la transcripcion
por oclusion estérica, después de que la RNA polimerasa ha catalizado el enlace

fosfodiéster del tercer nucledtido (Campbell, E. ef al., 2001).

2.17.5 Inhibidores de la sintesis del acido félico

2.17.5.1 Sulfonamidas y trimetoprima

Las sulfonamidas y trimetoprima son antibioticos sintéticos, bacteriostaticos, de amplio
espectro. Por su parte, la trimetoprima es una 2,4-diaminopirimidina, antimetabolito de
la sintesis de 4cido folico. Su mecanismo de accion consiste en inhibir la dihidrofolato-
reductasa de bacterias y protistas, con una sensibilidad 50,000-100,000 veces superior
que la enzima de células humanas. De este modo interfiere en la transformacion de
dihidrofolato a tetrahidrofolato, y, secuencialmente, en la sintesis de 4cido
desoxitimidilico, resultando en la inhibicion de la sintesis de DNA y proteinas bacterianas
(Azanza, J. R. et al., 2020 ). Mientras que las sulfonamidas se caracterizan por poseer un
nicleo benceno con un grupo amino (NHz) y otro amido (SO2NH»). Para mantener su
actividad antibacteriana es esencial que el grupo amino unido al carbono cuatro del anillo

bencénico quede libre, en cambio, las sustituciones en el radical sulfénido (SOz), unido
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al carbono uno no modifica la actividad bacteriostatica sino que modifican las
caracteristicas farmacoldgicas, las cuales condicionan en gran medida su uso (Trallero,
E. e Iglesias, L. 2003). Las sulfamidas son estructuralmente similares al acido para-
aminobenzoico (PABA), un precursor de la sintesis del acido folico que es una sustancia
imprescindible en la biosintesis de los acidos nucleicos bacterianos, por lo que el
mecanismo de accion de las sulfonamidas consiste en inhibir competitivamente la
incorporacion de PABA a la pteridina para formar el acido tetrahidropteroico, aunque la
sulfamida también puede competir con PABA por la enzima dihidropteroato sintetasa
que interviene en el metabolismo del 4cido félico (Vicente, D. y Trallero, E. 2010;

Azanza, J. R. et al., 2020).

2.17.6 Inhibidores de la membrana externa y citoplasmatica

La membrana celular bacteriana consiste en una bicapa lipidica formada por fosfolipidos
y proteinas. Se trata de una barrera altamente selectiva y semipermeable que interviene
activamente en los procesos de difusion y transporte activo de solutos hacia el interior y
exterior de la célula. Ademas, la membrana citoplasmatica juega un papel importante en
la comunicacion entre bacterias permitiéndoles actuar frente a cambios ambientales de

manera colectiva (Loera, A. et al., 2019).

2.17.6.1 Polipéptidos (polimixina By colistina)

Son antibidticos que presentan en su estructura una parte hidrofilica (el polipéptido
catidénico) unida a una cadena lateral de acido graso (parte lipofilico) y se comportan
como detergentes cationicos. En la membrana citoplasmatica, la parte hidrofilica con alta
carga positiva se une a la superficie de la membrana, cuya carga es negativa por atraccion
electrostatica. Por otro lado, el extremo lipofilico se une a los fosfolipidos de la

membrana mediante interacciones hidrofébicas (Calvo, J. y Martinez, L. 2009).
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En la membrana externa, la interaccion electrostatica entre la parte hidrofilica del
antibidtico y el lipopolisacarido anidénico (LPS) de la membrana externa de las bacterias
Gram negativas, da lugar, primero; al desplazamiento del magnesio (Mg*?) y calcio
(Ca™), que normalmente estabilizan las moléculas de LPS y segundo, al bloqueo de la
mayor parte de los efectos bioldgicos del lipido A (Caetano, J. A. 2020; Lorenzo, J. et
al., 2011).

En ambos casos, las polimixinas actian aumentando la permeabilidad de la envoltura

celular, fuga del contenido, y subsecuentemente, la muerte celular (Li, J., ef al., 2006).

2.18 Mecanismos de resistencia bacteriana a los antibioticos
(generalidades)

Las bacterias disponen de multiples mecanismos que les permiten disminuir o inactivar
la accion bacteriostatica, bacteriolitica o bactericida de los antibioticos. Este problema se
hace ain mayor cuando las bacterias presentan mas de un mecanismo de resistencia y
tiene la capacidad de transmitirlo no sélo a su descendencia, sino también a otras bacterias
de su misma o diferente especie a través de la transferencia horizontal de genes (THG)
(Valenzuela, M. T. et al., 2003). Los mecanismos de resistencia a los antibioticos pueden

clasificarse en 4 grupos:

2.18.1 Cambios en la permeabilidad y/o transporte celular

Las bacterias tienen la capacidad de cambiar la conformacion de sus membranas celulares
y de formar estructuras como las bombas de e-flujo (BE) con el fin de impedir la llegada
del antibiético a su sitio blanco o bien, disminuir la concentracion intracelular del mismo.
El cambio en la permeabilidad es evidente en bacterias Gram negativas, cuya membrana
externa posee proteinas especializadas llamadas porinas. Estas proteinas actian como
canales que facilitan el transporte pasivo de moléculas hidrofilicas segun su carga y
tamafio tales como mono y disacaridos, nucledsidos , aminoacidos (Monge, K. M. 2013),
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e incluso de antibidticos como los B-lactdmicos y fluoroquinolonas (Pages, J. M. et al.,
2008; Findlay, J. et al., 2012), por lo que, la disminuciéon en la permeabilidad del
antibidtico hacia el espacio intracelular estd dada por cambios en el didmetro, numero
y/o inactivacion de porinas. Por ejemplo, la pérdida de la actividad de porinas OmpC en
bacterias Gram negativas, impiden el ingreso de antibidticos B-lactamicos, favoreciendo
la resistencia antibiotica, con el consiguiente cambio en el transporte de moléculas hacia

el interior de la célula e incluso activando bombas de expulsion (Pages, J. M. et al., 2008).

Las bombas de expulsion o también llamadas BE son proteinas de membrana que pueden
ser codificadas tanto dentro del cromosoma bacteriano como en el DNA plasmidico y
son capaces de transportar hacia el exterior una amplia variedad de compuestos toxicos
para la célula bacteriana, tales como metabolitos, detergentes, disolventes orgédnicos y
antibioticos (Monge, K. M. 2013). En bacterias Gram positivas se encuentran ubicadas
en la membrana citoplasmatica y en bacterias Gram negativas se encuentran en el espacio

intermembranal (Beceiro, A. et al., 2013).

Segun la fuente de energia que utilicen para su funcionamiento, se pueden clasificar en
dos grupos; el primero incluye a la familia ABC (ATP Binding Cassete) que utiliza la
energia del ATP y expulsion por hidrolisis, mientras que el segundo grupo utiliza un
mecanismo de contra-transporte idnico como sustrato de energia, este grupo incluye a la
familia MATE (Multidrug and Toxic-Compound Extrusion), a la superfamilia MFS
(Major Facilitator Superfamily), la familia RND (Resistence Nodulation Division), la
familia SMR (Small Multidrug Resistence) y la familia MET (Multidrug Endosomal
Transporter). Todos estas familias de BE se encuentran presentes en bacterias Gram
positivas y Gram negativas, excepto la familia RND exclusiva de Gram negativos (Zhou,
G.etal., 2015; Li, X. Z. et al., 2015) mientras que las comunes para Gram positivas son

las MFS (Becerra, G. et al., 2009).

En P. aeruginosa las bombas de e-flujo MexAB-OprM y MexCD-Opr], pertenecientes a
la familia RND, son responsables de la resistencia a al menos tres familias de antibioticos:
los carbapenémicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos (Santajit, S. e Indrawattana, N.
2016). Por otro lado, en S. aureus, la sobreexpresion de BE NorA, perteneciente a la
familia MFS, le confiere resistencia a cloranfenicol y fluoroquinolonas. De hecho, las BE
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se consideran un mecanismo de sospecha de la resistencia a los antibidticos cuando se
incrementa la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de tres o més antibioticos para una
bacteria en particular, en comparacion con la CMI de estos antibioticos frente a la cepa
nativa (Becerra, G. et al., 2009), esto es por que las BE funcionan expulsando el
antibiotico de la célula bacteriana a una velocidad elevada, lo que significa que las
concentraciones del mismo nunca son lo suficientemente altas como para provocar un
efecto antibacteriano, sin embargo, la baja concentracion del antibiotico que logra llegar
al espacio periplasmico o al citosol ejerce una presion selectiva que da lugar a cepas con

fenotipos y/o genotipos de resistencia (Santajit, S. e Indrawattana, N. 2016).

2.18.2 Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas (biofilm) son comunidades microbianas de una o multiples especies
(bacterias, hongos y protistas) organizadas dentro de una matriz extracelular producidas
por ellas mismas (Betancourth, M. et al., 2004), a excepcion de los protistas que si bien
no forman biopeliculas, pueden estar asociados a ellas. La heterogeneidad en
microorganismos dentro de esta organizacion da lugar a diferentes microambientes de
pH, tensién de oxigeno, concentraciones de iones, carbono y nitrogeno. Estd compuesta
principalmente de agua entre 85 y 95% y de otros componentes en menor proporcion
como polisacaridos, proteinas, DNA extracelular, lipidos, minerales, adcidos nucleicos y
acidos teicoicos (Chmielewski, R. y Frank, J. 2003). Dentro de sus caracteristicas
encontramos que, permite a los microorganismos adherirse a superficies bioticas y
abidticas tales como tejidos vivos o muertos de animales o plantas, polimeros sintéticos,
ceramicas, aleaciones de metales (Navia, D. P. et al., 2010), instrumentos médicos, como
catéteres o articulaciones artificiales, dando lugar al desgaste de metales, taponamiento
de tuberias, fallas en equipos, malos olores; las biopeliculas formadas por bacterias
sulfato reductoras (BSR) producen grandes cantidades de acido sulthidrico y hace que el
petréleo en crudo sea un producto de menor rendimiento. Por otro lado, la formacién de
biopeliculas también repercute en la salud humana al ocasionar caries dental, la

enfermedad periodontal, infecciones musculo-esqueléticas, infecciones del tracto biliar,
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endocarditis bacteriana y neumonia en pacientes con fibrosis quistica (Betancourth, M.
et al., 2004). Sin embargo, la formacion de biopeliculas es un mecanismo que se ha
implementado en temas de bioremediacion de los suelos (Moreno, C. ef al., 2004; Silva,
R. M. et al.,2008) o aguas (Jaramillo, G. E. et al., 2010) contaminadas por hidrocarburos
como el petroleo, en el tratamiento de aguas residuales (Sandoval, E. et al., 2023;
Fernandez, A. et al., 2023) y como medida para evitar la contaminacion del aire por
compuestos organicos volatiles provenientes de empresas quimicas y de las estaciones

depuradoras de aguas residuales (Betancourth, M. et al., 2004).

Citando otra de sus caracteristicas, las biopeliculas actian como un escudo mecanico y
bioquimico que proporciona las condiciones necesarias para atenuar la actividad de los
antibioticos, agresores antimicrobianos e incluso a la respuesta del hospedero
(anticuerpos, células del sistema inmune) (Santajit, S. e Indrawattana, N. 2016). La
primera condicioén es su propia naturaleza quimica, que repele o disminuye la difusion
del antibiotico a través de la misma, por lo que el antibiodtico llega a las células bacterianas
en concentraciones subinhibitorias (Pefia, S. y Cendejas, R. 2014). Ademas, se ha
observado en estudios de microscopia laser confocal que dentro de la matriz extracelular
existen poblaciones bacterianas con diferente actividad metabolica (Allison, K. et al.,
2011). Generalmente, las células bacterianas que se encuentran en la parte mas externa
son metabdlicamente mas activas, mientras que las que estan en la parte mas interna
presentan un metabolismo maés lento o completamente inactivo por lo que solo los
microorganismos mas superficiales se ven afectados por los antibidticos (Pefa, S. y
Cendejas, R. 2014) . Esto bajo la premisa de que las bacterias que no se dividen y/o no
tienen suficientes nutrientes para un metabolismo activo, son parcial o completamente
resistentes a los antibidticos que actian a nivel de la sintesis de la pared bacteriana o

produccion de proteinas (Becerra, G. et al., 2009).

2.18.3 Modificacion e inactivacion del antibiotico

Las bacterias son capaces de producir enzimas que hidrolizan o modifican la estructura

del antibidtico provocando que pierda su funcionalidad y por consiguiente no pueda
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llegar de forma activa a su diana de accion. Los mecanismos enzimaticos de resistencia
a los antibioticos incluyen los procesos de hidrdlisis, la transferencia y/o modificacion de

grupos funcionales y los procesos redox (Kumar, S. y Varela, M. F. 2013).

El mecanismo enzimatico por hidrélisis se puede explicar usando como ejemplo las
betalactamasas, enzimas bien caracterizadas que actian hidrolizando la unién peptidica
del anillo B-lactdmico (Viswanatha, T. et al., 2008), estructura caracteristica de los
antibidticos  betalactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, —monobactamicos 'y
carbapenémicos) y gracias al cual, dicha familia puede competir con el sustrato natural
de las enzimas PBP (Proteinas de unién a la penicilina), responsables de la sintesis de la

pared celular (peptidoglicano) (Sanchez, C. 2006).

Los genes que codifican a las betalactamasas pueden encontrarse como parte constitutiva
del cromosoma de algunas especies bacterianas o en el DNA plasmidico. En este ultimo
caso, el gen de resistencia puede transferirse entre distintas especies. Ademads, las cepas
que poseen alguno de los diferentes tipos de betalactamasas (penicilinasas,
cefalosporinasa y carbapenemasas) presentan resistencia a otras familias de antibioticos
como aminoglucdsidos, cloranfenicol, tetraciclinas y macrdlidos (Trevifio, N. y Molina,

B. 2022; Daza, R. M. 1998; Santajit, S. e Indrawattana, N. 2016).

La inactivacion de antibidticos por la transferencia de grupos funcionales esta dada por
enzimas como N-acetiltransferasas (AME), las O-adeniltransferasas (ANT) y las O-
fosfotransferasas (APG) que modifican varios grupos hidroxilo o amino de los
aminoglucoésidos, lo que resulta en su incapacidad para unirse a sus dianas ribosomales
30S (Tsodikova, S. y Labby, K. 2016). De manera similar, en bacterias Gram negativas,
una ADP-ribosiltransferasa (Arr-2) codificadas por pldsmidos es comunmente

responsable de la resistencia a la rifampicina (Baysarowich, J. et al., 2008).

Por tultimo, la enzima monooxigenasa denominada Tet(X), dependiente de oxigeno y
FAD (flavina adenina dinucleodtido), provoca la inactivacion del antibidtico tetraciclina
mediante un proceso redox, en el que la tetraciclina se oxida perdiendo electrones y por
lo tanto se vuelve ineficaz contra la célula bacteriana (Markley, J. y Wencewicz, T.

2018).
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2.18.4 Modificacion del sitio de union o blanco terapéutico donde el antibiotico
ejerce su mecanismo de accion

Los blancos terapéuticos (estructura bacteriana o via metabolica) desempefian un papel
vital en el desarrollo y supervivencia bacteriana, lo que los hace el objetivo ideal para
mitigar la infeccion. Ademas, estos blancos terapéuticos difieren o estan completamente
ausentes en los seres humanos o en la especie animal que se esté tratando, por lo que el
antibiotico ejerce su mecanismo de accion de manera selectiva (Varela, M. et al., 2021).
Un ejemplo de ello es el peptidoglicano de la pared celular, ausente en la célula eucariota.
Por otro lado, las subunidades ribosomales 30S y 50S presentes en bacterias difieren de

las subunidades 40S y 60S propias de los seres humanos.

La modificacion del blanco terapéutico puede estar dada por el incremento de la
concentracion de una sustancia competitiva o por modificaciéon de las diferentes
estructuras bacterianas (Neu, H. 1992), lo que disminuye la afinidad de unién del
antibidtico a este y por ende, no haya accion bacteriostatica, bacteriolitica o bactericida

sobre las bacterias.

En condiciones normales los betalactdmicos actuan uniéndose a su blanco terapéutico:
las PBP, proteinas que participan en el ensamblaje y control de las Gltimas etapas de la
construccion de la pared celular (peptidoglicano). Las mutaciones en estas proteinas o la
adquisicion de genes que codifiquen PBP diferentes, daran lugar a la resistencia a estos
antibidticos (Pieras, M. 2019). Por ejemplo, S. aureus adquiere un gen productor de PBP2
que actiia como sustituto de los PBP, es decir, que su funcion dentro de la célula
bacteriana no se ve afectada sino que ademas, le confiere resistencia al disminuir su
afinidad por los betalactdmicos, incluida la meticilina (Santajit, S. e Indrawattana, N.

2016; Monge, K. M. 2013).

Los genes erm A 'y erm B dan lugar a la modificacion del sitio activo del ribosoma

mediante la metilacién de un residuo de adenina en el dominio V del RNAr 23S. Este
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mecanismo confiere resistencia a macrdlidos (eritromicina) en S. pneumoniae y S.

pyogenes (Cabrera, C. E. et al., 2007; Moreno, C. et al., 2009).

2.19 Bacterias (generalidades)

2.19.1 Escherichia coli

E. coli es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae que mide 2 um
(micras) de largo y 0.5 pum de ancho (Cachodn, A. et al., 2024), moévil con flagelos
peritricos o inmdvil, mesofilo y no formador de esporas, capaz de realizar procesos
fermentativos, catalasa positivo y oxidasa negativo. Crece a una temperatura 6ptima de
37 °C en una en una amplia gama de medios de cultivo simples (agar de soya tripticaseina
y agar sangre) (Sanchez, T. y Denis, A. 2023). En medios solidos, las colonias no estan
pigmentadas y suelen ser circulares, lisas o rugosas con un borde entero; algunas cepas,
en particular las aisladas de pacientes con fibrosis quistica, producen colonias mucoides

(Sussman, M. 1997).

En condiciones normales, E. coli es el principal anaerobio facultativo (puede vivir tanto
en presencia como en ausencia de oxigeno) de la flora microbiana del colon humano
donde coexiste en beneficio mutuo con su huésped (Manning, S. 2005). De hecho, E. coli
coloniza el tracto gastrointestinal de los recién nacidos unas pocas horas después del
nacimiento (Nataro, J. P. y Kaper, J. B. 1998). Sin embargo, cuando el huésped se
encuentra inmunocomprometido o se han roto las barreras gastrointestinales normales,
esta bacteria puede pasar de ser comensal a oportunista causando enfermedades asociadas
a al menos ocho categorias o patotipos de E. coli que pueden producir una gran variedad
de factores de virulencia como enterotoxinas (LT), toxinas Shiga-Like (Stx-1, Stx-2, o
ambas), adhesinas (fimbrias de adherencia agregativa I y II, pili tipo 1), de igual forma,
tiene la capacidad de generar biopeliculas para adherirse al epitelio del intestino delgado,
induccidn de citosinas y adhesinas unidas a manosas (FimH) (Lopez, L. 2021). Tales

factores de virulencia le confieren a E. coli una mayor capacidad para adaptarse a nuevos
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nichos del cuerpo humano y causar un amplio espectro de enfermedades incluyendo
diarrea, septicemia, meningitis, bacteriemia, neumonia, infeccion del tracto urinario, de
la herida quirtrgica e infeccion de la piel (Cunningham M, W. y Fujinami, R. S. 2000;
Sligl, W. et al., 2006).

Dichos patotipos se clasifican dentro de dos grupos: E. coli diarreogénica (EPEC) y E.
coli extraintestinal (ExPEC). En el primer grupo se encuentra E. coli enteropatdogena
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC) que
colonizan el intestino delgado y causan diarrea; E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC) que colonizan el intestino grueso y E. coli enteroagregativa
(EAEC) que puede colonizar tanto el intestino delgado como el grueso. En el segundo
grupo encontramos a E. coli uropatégena (UPEC) y E. coli causante de meningitis

neonatal (NMEC) (Croxen, M. y Finlay, B. 2010).

De manera general el mecanismo de patogénesis de los ocho patotipos se puede dividir
en tres estadios importantes: a) adherencia inicial, b) transduccion de sefiales y c)

sintomatologia.

Las cepas patogenas de E. coli (excepto EIEC) se adhieren a las células huésped de sitios
que E. coli no suele habitar, como el intestino delgado y la uretra mediante factores de
adherencia (adhesinas/fimbrias) (Kaper, J. ef al., 2004). Los factores de adherencia suelen
variar entre cepas, por ejemplo, EPEC produce fimbrias de haces (BFP), ETEC posee el
antigeno del factor de colonizacion (CFA), EAEC posee fibrillas pequefias que median
la adherencia bacteriana a las proteinas de la matriz extracelular (fibronectina, laminina
y coldgeno) mientras que proteinas de la membrana externa como la intimina codificada
por cromosomas de EPEC y EHEC también participa en la adhesion de la célula

bacteriana a la célula huésped (Mainil, J. 2013).

Tras la fijacion, E. coli induce una serie de sefiales intracelulares que son promovidas por
un grupo de proteinas, las cuales alteran los procesos fisioldogicos normales de la célula
huésped para posteriormente invadir coordinadamente las células huésped, ocultarse en
el interior de estas o dentro de las biopeliculas que conforman para asi evadir la respuesta
inmunitaria del huésped y finalmente causar la sintomatologia de la enfermedad (Croxen,

M. y Finlay, B. 2010).
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Particularmente, la cepa de E. coli uropatégena (UPEC) es responsable de
aproximadamente el 80% de las infecciones urinarias adquiridas en la comunidad y el
30% de las infecciones nosocomiales (Makvana, S. y Krilov, L. 2015). Se estima que al
afio mas de 150 millones de personas adquieren una infeccion del tracto urinario (ITU)
en todo el mundo. Estas infecciones afectan a toda la poblacion, sin embargo, las mujeres
son el grupo de mayor riesgo, debido a la anatomia del tracto urinario femenino, donde
la uretra es relativamente corta, lo que reduce la distancia para la entrada de bacterias
(Czajkowsku, K. et al., 2021). La UPEC puede residir en el colon y luego colonizar el
area periuretral donde utilizan diversos factores de virulencia para ascender a la vejiga,
causar cistitis y, si no se trata, poder ascender a los rifiones para causar pielonefritis

(Croxen, M. y Finlay, B. 2010).

2.19.2 Staphylococcus aureus

S. aureus es un coco Gram positivo anaerobio facultativo (aunque crece mejor en
condiciones aerobias), que pertenece a la familia Microccocaceae. Tiene un tamafio de
0.8 a 1.5 pm de didmetro (Jasso, L. y Hentschel, N. 2019), inmévil, no formador de
esporas, catalasa y coagulasa positivo; pueden agruparse como células unicas, en pares,
en cadenas cortas o en racimos (Martinez, J. et al., 2006). Crece a una temperatura 6ptima
de 37 °C (Murray, P. et al., 2009) en agar sangre (Martinez, J. ef al., 2006) y si no hay
sospecha de contaminacion con otros microorganismos, se pueden sembrar en agar de
soya tripticaseina (Foster, T. 2002). S. aureus forma colonias que miden de 1 a 3 mm,
brillantes, lisas, enteras, elevadas y translucidas que producen un tipico pigmento
amarillodorado debido a la presencia de carotenoides (Foster, T. 2002; Martinez, J. et al.,

2006).

En el humano, el habitat habitual de S. aureus es la porcion anterior de las fosas nasales,
aunque también se puede aislar de la piel, el perineo, la faringe, y con menor frecuencia
del tracto gastrointestinal, la vagina y las axilas (Wertheim, H. ef al., 2005). Desde estos
sitios, S. aureus puede colonizar otras regiones del cuerpo o membranas mucosas

provocando multiples enfermedades, tales como bacteriemias que se presentan en los
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hospitales con relacion al uso de catéteres y heridas quirargicas; bacteriemias de la
comunidad que tienen su origen en infecciones de la piel (vesiculas pustulosas, mastitis,
paroniquia y sindrome de la piel escaldada; infecciones del sistema nervioso central, el
sindrome de choque tdéxico (al liberar superantigenos en el torrente sanguineo),
osteomielitis, infecciones de protesis articulares (artritis séptica y de bursitis). Las
infecciones del tracto urinario y neumonias por S. aureus son poco frecuentes, se sugiere
que tienen su origen por diseminacion hematdgena, sin embargo, la neumonia también
se puede producir por aspiracion de secreciones orales o en pacientes con ventilacion

mecanica (Diekema, D. et al., 2001; Garcia, E. et al., 2014).

S. aureus posee diferentes mecanismos de virulencia, los cuales le ayudan a adherirse a
la célula huésped (proteinas de unién a fibronectina, colageno y coagulasa); aquellos que
estan involucrados en evadir las defensas del huésped (enterotoxinas estafilococicas,
TSST-1, PVL, proteina A, lipasas) y los involucrados en la invasion de la célula huésped

y penetracion de los tejidos (toxina a, hemolisinas B, y y 6 (Martinez, J. et al., 2006).

Considerando que S. aureus puede sobrevivir durante meses en cualquier tipo de
superficie, las manos son el principal vector de transmision desde las superficies hasta
las fosas nasales. S. aureus también puede llegar directamente a la nariz a través del aire,
aunque con menor frecuencia (Wertheim, H. et al., 2005). Ademas, la descamacion de
células epiteliales de individuos que son colonizados por S. aureus representa una fuente
de infeccion para otras personas (Martinez, J. P. 2007). Los alimentos también
representan un via de transmision cuando S. aureus libera sus enterotoxinas a estos y su
consumo puede causar gastroenteritis, vomitos, dolor abdominal, célicos y diarrea

(Martinez, J. et al., 2006; Crossley, B. et al., 2009).

2.19.3 Bacillus subtilis

B. subtilis es una bacteria aerobia (en ocasiones anaerobio facultativo), Gram positiva
con forma de bacilo que suele medir de 2 a 6 um de largo y poco menos de 1 pum de

didmetro; es catalasa positiva, capaz de realizar procesos fermentativos (Errington, J. y
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Aart, L. 2020) y presenta un amplio rango de temperatura de crecimiento que va de 20 a

55 °C, sin embargo, su rango optimo de crecimiento es de 30 a 45 °C (Kovacs, A. 2019).

Estd ampliamente distribuida en la naturaleza, desde el suelo; en asociacion con la
rizosfera de plantas, en la cual B. subtilis puede promover el crecimiento y salud de las
mismas, hasta hébitats acudticos o de forma transitoria en el tracto gastrointestinal, piel
y heces de varias especies animales, donde se ha demostrado que puede tener un efecto
probidtico (Earl, A. M. et al., 2008). B. subtilis no se considera un patégeno humano, de
hecho, es considerado generalmente como un microorganismo modelo y seguro en el
procesamiento de alimentos por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA
por sus siglas en inglés) (Shafi et al., 2017) ya que posee una excelente capacidad de
secrecion de proteinas y metabolismo altamente adaptable, lo que la convierte en una
herramienta importante de la biotecnologia para la produccion de proteinas medicinales
como antibidticos, vitaminas y el desarrollo de vacunas, asi como por la industria lactea,
panadera, de piensos, como potenciadores del sabor, edulcorantes, textil y detergentes

domésticos (Ayora, S. et al., 2011; Kidane, D. et al., 2009).

No obstante, bajo condiciones de estrés, B. subtilis es capaz de iniciar diferentes
mecanismos de supervivencia, como la motilidad (natacion), la captacion de DNA
exogeno, resistencia a estrés oxidativo, la formacion de biopeliculas y la esporulacion,
uno de los tipos celulares mas resistentes de la naturaleza que puede sobrevivir en
condiciones controladas de laboratorio durante varias décadas, e incluso mas tiempo en
el medio ambiente (Tan, [. y Ramamurthi, K. 2015); estos dos ultimos mecanismos
pueden causar el deterioro de productos y pérdida de pureza en produccion farmacéutica
o alimentaria (Su, Y. ef al., 2020), particularmente, los biofilms de B. subtilis pueden
interferir en tuberias industriales, sistema de agua y superficies biomédicas (Kesel, S. et
al., 2014), ademds, la formacién de esporas hace que su eliminacion pueda ser

complicada.

Si bien es cierto que B. subtilis es considerada una bacteria inocua ampliamente
distribuida en el ambiente, también es cierto que ocasionalmente produce bacteriemia y
sepsis en pacientes con sistemas inmunoldgicos comprometidos, pacientes
hospitalizados, con catéteres (Oggioni, M. et al., 1998), e incluso, algunas cepas han sido
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asociadas con intoxicacion alimentaria, lo que da lugar a afecciones asociadas a diarrea,

nauseas, vomito y dolor abdominal (Ishikawa, K. et al., 2024).

3. Justificacion

Dentro de los patégenos ESKAPE encontramos a Staphylococcus aureus 'y Escherichia
coli, bacterias responsables de un gran nimero de infecciones nosocomiales que afectan
principalmente al sistema respiratorio, gastrointestinal, urinario y la piel de pacientes
(generalmente) con sistemas inmunologicos comprometidos y regiones cuyas
condiciones socioecondmicas, de saneamiento y el acceso a servicios de salud son
desfavorables. A pesar de que en la actualidad se cuenta con diversos farmacos para el
control de dichos padecimientos, sigue siendo un problema el creciente niimero de
patdgenos resistentes a estos, lo que resulta en altas tasas de mortalidad, morbilidad,
tratamientos costosos e incertidumbre diagnostica. Aunado a esto, se ha visto que en los
ultimos afios ha existido una tendencia restrictiva en cuanto al nimero de nuevas
moléculas de antibidtico aprobadas por la FDA, que le puedan hacer frente a este
problema. Es por ello que resulta de gran interés el desarrollo de nuevos antibidticos o
estrategias terapéuticas alternativas para el tratamiento de S. aureus y E. coli. Por otro
lado, aunque B. subtilis no suele representar una amenaza para el humano y en realidad
es una bacteria beneficiosa en muchos aspectos, la inhibicion de su crecimiento puede
resultar importante en aplicaciones industriales y médicas donde se requiere controlar el

crecimiento de esta bacteria.

Basados en los antecedentes del género Croton, asi como en estudios previos de la raiz
de Croton morifolius, es muy probable que compuestos del tipo terpénicos sean aislados.
Este tipo de estructuras exhibe un amplio rango de actividades biologicas, incluida la
actividad antibacteriana. Por tal motivo, se considera que, la continuacion del estudio de
esta especie puede contribuir al descubrimiento de compuestos quimicos con potencial

antibacteriano.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios y de las subfracciones
enriquecidas de compuestos del extracto metanolico de la raiz de Croton morifolius
mediante técnicas cromatograficas, espectroscopicas, computacionales y bioldgicas para

su posible aplicacion como agentes antimicrobianos.

4.2 Objetivos especificos

e Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios en cada una de las subfracciones
obtenidas del extracto metanodlico, mediante técnicas de cromatografia en columna y
en capa fina.

e Determinar la estructura molecular de los compuestos aislados del extracto de C.
morifolius por resonancia magnética nuclear ("H y 13C).

e Determinar las propiedades fisicoquimicas, bioldgicas y perfil ADMET de los
compuestos aislados del extracto de la raiz de C. morifolius mediante el uso de
programas bioinformaticos y computacionales.

e Predecir la conformacion mas estable y efectiva entre los compuestos aislados de C.
morifolius y enzimas importantes de E. coli, S. aureus y B. subtilis mediante el
analisis de acoplamiento molecular (Docking).

e Evaluar el potencial de actividad antibacteriana de los compuestos puros y de las
subfracciones obtenidas a partir del extracto de la raiz de C. morifolius por el método
de difusion en agar y el método de macrodilucion en caldo frente a E. coli, S. aureus

y B. subtilis.
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5. Materiales y métodos

La metodologia empleada para alcanzar el objetivo de esta tesis se muestra en el
Esquema 1, la cual consistié de manera general en la colecta e identificacion taxonémica
de C. morifolius para posteriormente someter la raiz al método de extracciéon por
maceracion. Los extractos se separaron mediante cromatografias de diferente polaridad,
lo cual permitio obtener fracciones que presentaban compuestos con tendencia a
cristalizar. Para la purificacion de los compuestos se realizaron métodos fisicos (CC y
CCF) con alternancia a métodos espectroscopicos (RMN 'H) y en el caso de morifolina
A, ademas, se empled un método quimico (recristalizacion). Una vez obtenidos los
compuestos puros, se realizo la caracterizacion y elucidacion estructural de cada uno de
estos mediante métodos espectroscopicos (RMN 'H *C) y difraccion de rayos X para la
posterior evaluacién de sus propiedades fisicoquimicas, perfil ADMET y actividad
bioldgica mediante herramientas bioinformaticas. Para la evaluacion in vitro, se
emplearon los compuestos puros y subfracciones enriquecidas de compuestos del

extracto metandlico de la raiz de C. morifolius.
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Esquema 1. Metodologia general del proyecto.

5.1 Material vegetal

Los ejemplares de C. morifolius fueron colectados en el municipio de Contepec
(Michoacan, México) durante el mes de octubre de 2022, y fueron taxondémicamente
identificados por el M. en C. Manuel Gonzélez Ledesma. Un ejemplar ya ha sido
depositado en el Herbario del Centro de Investigaciones biologicas de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo, México (HGOM), bajo el vaucher de espécimen R.

Velazquez Jiménez 10.
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5.2 Preparacion del extracto metanolico

El material vegetal recolectado se separd en parte aérea y raiz. Posteriormente, se
procedié a su secado durante un periodo de dos semanas en un cuarto oscuro y a
temperatura ambiente. Luego, la raiz fue molida en trozos de 3-5 mm. La cantidad
resultante de raiz (500 g) se agrego6 a un recipiente ambar al que se le afiadié metanol
(MeOH), lo cual se sometid el proceso de maceracion durante tres semanas. Transcurrido
este tiempo se filtro y eliminé el MeOH en el rotavapor y se obtuvo el extracto de

consistencia viscosa y de color café (18 g).

5.3 Materiales para cromatografia en columna

La purificacion de los compuestos se realizd por cromatografia en columna, empleando
gel de silice 60 F254 (Aldrich, 230-400 mesh ASTM) como fase estacionaria, y
disolventes (hexano-acetona, CH>Clo-AcOEt) de distinta polaridad como fase moévil, asi

como columnas de vidrio de 5, 3 y 2 cm de didmetro interno.

5.4 Materiales para cromatografia en capa fina

Las fracciones de la CC se monitorearon mediante cromatofolios de gel de silice
soportada en aluminio Merck 60 F254 (fase estacionaria) y disolventes de distinta
polaridad (hexano-acetona, CH>Cl,-AcOEt) como fase movil, asi mismo, se hizo uso de

sulfato cérico amoniacal y &cido sulfirico como revelador.
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5.5 Equipos y materiales para los métodos espectroscopicos,
espectrométricos y de difraccion de rayos X

Los espectros de IR se determinaron en CHCI3 en un espectrofotometro Perkin-Elmer
2000 FT-IR, los espectros de RMN de 'H (400 MHz) y de '3C (100 MHz), incluyendo
los experimentos, HSQC, HMBC se determinaron en un equipo Bruker Asced 400,
usando como disolvente CDCl; y Tetrametilsilano como referencia interna. Los espectros
de masas se obtuvieron en un espectrometro MS JEOL GC por medio de impacto
electronico a 70 eV. Las rotaciones opticas se determinaron en CHCI3 en un polarimetro
Perkin-Elmer 341 y los puntos de fusion se midieron en un equipo Biichi B-540. En este
caso, se aislaron e identificaron compuestos conocidos por lo que los datos
espectroscopicos obtenidos se compararon con los ya reportados en la literatura

(Hernandez 2022; Velazquez et al., 2022).

5.6 Métodos computacionales (in silico)

Tras el aislamiento y elucidacion estructural de los compuestos, se utilizaron
herramientas bioinformaticas de consulta y descarga gratuita para predecir sus diferentes
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. Con ayuda del servidor online pkCSM (que
considera las reglas de Lipinski, Veber y Ghose), fue posible determinar las propiedades
fisicoquimicas de cada uno de los compuestos y a partir de esto, evaluar si son candidatos
o no a ser administrados por via oral; admetSAR también es un servidor online gratuito
que brind6 informacion sobre el perfil ADME y las propiedades toxicologicas de cada
compuesto; para revisar el espectro de actividad bioldgica de cada uno de estos se hizo
uso del portal en linea Way2Drug, particularmente del software Pass online (incorporado
a Way2Drug). Posteriormente, se realiz6 el docking molecular utilizando el programa
AutoDock 4 donde fue posible analizar la afinidad de union de los compuestos (ligandos)
en los sitios activos de las proteinas diana relacionadas con la supervivencia y virulencia

bacteriana para finalmente visualizar dichas interacciones a nivel molecular mediante el
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programa Discovery Studio. Lo previamente descrito puede verse resumido en el

Esquema 2.

Esquema 2. Metodologia de estudios in silico.

5.6.1 Programas utilizados para predicciones in silico

Los programas y plataformas utilizados para la obtencion de informacion respecto a las
propiedades fisicoquimicas, perfil ADMET, actividad biologica y acoplamiento
molecular de cada uno de los compuestos aislados de la raiz de C. morifolius se muestran
en la Tabla 3. Cabe sefialar que primero, fue necesario generar el codigo smile de cada
compuesto, pues las plataformas facilitan el proceso al permitir colocar dicho codigo en
su buscador. Para obtener el codigo smile de cada compuesto se hizo uso del programa
ChemDraw. La informacioén proporcionada por las plataformas online se obtiene, de
manera general, a partir de actividades biologicas y de similitudes estructurales con la de

medicamentos ya registrados e integrados en sus bases de datos.
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Tabla 3. Plataformas y programas utilizados para las pruebas in silico de los compuestos

29, 30, 31, 32 y del antibidtico estreptomicina.

5.6.2 Docking molecular con proteinas diana relacionadas con la supervivencia y
virulencia bacteriana

Se hizo una busqueda exhaustiva de articulos cientificos relacionados con proteinas diana
cuya inhibicion repercute en la prevencion de infecciones bacterianas; lo que resultod en
el hallazgo de tres blancos terapéuticos: DNA girasa en S. aureus, FimH en E. coli y
TagU en B. subtilis. Dichas proteinas estan registradas en el banco de datos de proteinas
(PDB) por lo que sus ID, asi como su funcidn en la supervivencia y virulencia bacteriana

se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. ID de los blancos terapéuticos utilizados y su funcion en la supervivencia y

virulencia bacteriana, obtenidos de la base de datos PDB.

Tras investigar y elegir a los blancos terapéuticos antes descritos, se procedio a realizar
el acoplamiento molecular mediante el programa AutoDock 4; primero, se prepararon las
proteinas quitandoles las moléculas de agua, afiadiendo 4&tomos de hidrégeno polares, asi
como las cargas de Kollman y después, al ligando se le agregaron todos los atomos de
hidrégeno y las cargas de Gasteiger. Posteriormente, los compuestos se acoplaron al sitio
de union de la proteina diana de S. aureus, E. coli'y B. subtilis. El sitio de union se definid
mediante una caja o “Grid box”, la cual se modificé de manera que abarcara el sitio activo
conocido de las proteinas diana en S. aureus y E. coli, mientras que para B. subtilis el
tamafio de la caja abarcé toda la proteina (126x126x126), asi, al guardar las dimensiones
de las diferentes cajas, se generaba un archivo de acoplamiento con la extension gpf.
Posteriormente, en la opcion de parametros del algoritmo genético (GA), se modifico el
numero de ejecuciones del GA a 10 y el population size a 150; bajo estos pardmetros se
guard6 un segundo archivo de acoplamiento con la extension dpf. Con ambos archivos
(gpf'y dpf) fue posible realizar el acoplamiento de cada uno de los compuestos con su
respectiva proteina. Los valores del acoplamiento (energia de union, eficiencia del
ligando y constante de inhibicion) y sitios de unién de cada compuesto fueron analizados
mediante AutoDock Tools (ADT) para después guardar la conformacion mas eficiente y

estable entre ligando-proteina en extension pdbqt, abrir dicha conformacion en Discovery
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Studio y visualizar aqui los tipos de interacciones intermoleculares (enlaces

convencionales de hidrogeno, hidrofobicas y electrostaticas) entre ligando-proteina.

5.6.3 Redocking/RMSD

Para validar los protocolos de acoplamiento molecular se realizaron experimentos de
redocking en los que se intent6 reproducir la conformacién conocida experimentalmente

entre los complejos proteina-ligando obtenidos del PDB (3U2D, 1TR7, 6UF6).

Para ello fue necesario separar el ligando co-cristalizado de la proteina y guardar ambas
moléculas en archivos PDB separados para después seguir un procedimiento estandar en
el método de acoplamiento molecular: eliminar moléculas de agua, afiadir 4&tomos de
hidrégeno polares, asi como cargas de Kollman y Gasteiger. Luego de realizar el
acoplamiento molecular se procedid a evaluar la similitud entre la conformacién predicha
y la conformacion experimental cristalografica mediante la desviacion cuadratica media

(RMSD). Esta tltima se calculd utilizando el programa PyMOL.

Se consider6 que valores de RMSD menores a 2 A indican una reproduccion satisfactoria
de la conformacion experimental y por lo tanto, el protocolo de acoplamiento molecular

empleado es confiable (Bell, E. y Zhang, Y. 2019; Devaurs, D. et al., 2019).

5.7 Ensayos bioldgicos

5.7.1 Ajuste de bacterias al 0.5 de McFarland

Las cepas bacterianas certificadas que fueron empleadas para evaluar la actividad
inhibidora de las fracciones del extracto metandlico de la raiz de C. morifolius fueron:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (CDBB-B 1010) y Bacillus
subtilis (CDBB-B 1009); dichas cepas fueron donadas por el laboratorio de biotecnologia

2 del area académica de quimica de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.
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Primero, se seleccionaron colonias aisladas de un cultivo en agar Miieller Hinton de la
cepa a evaluar; con ayuda de un asa de siembra dichas colonias se suspendieron en un
vial con 6 mL de agua destilada y estéril. Se agitod la suspension con un vortex para
homogeneizar. Después, se midi6 la absorbancia de la suspension bacteriana con ayuda
de un espectrofotometro calibrado a 550 nanémetros (nm). El ajuste a 0.125 nm se realizo
afiadiendo agua destilada estéril, o en su defecto, agregando mas cultivo bacteriano hasta
obtener la concentracion 6ptima de bacterias en suspension. Todo lo anterior se hizo para

cada una de las cepas empleadas en este estudio.

5.7.2 Preparacion de las fracciones del extracto metanolico de la raiz de C.
morifolius en sus diferentes concentraciones

Para preparar la soluciéon madre de los compuestos puros (29, 31 y 32), a 30 mg de cada
compuesto se le agregaron 1.5 mL de DMSO para obtener una concentracion final de 20

mg/mL. A partir de aqui, se implement6 la férmula de dilucion: C1V1=C2V, donde:
Ci= Concentracion de la solucion madre

V1= Volumen de la solucién madre que se toma

C>= Concentracion deseada de la solucion diluida

V2= Volumen final de la solucion diluida

Por lo que para la segunda concentracion de los compuestos puros (29, 31 y 32) a 15
mg/mL, se tomaron 1,125 pL de la solucion madre y se agregaron 375 pL. de DMSO.
Para la tercera concentracion de 10 mg/mL, se tomaron 1,000 puL de la segunda
concentracion y se afladieron 500 pL. de DMSO. Lo anterior aplica también para el
compuesto 30, sin embargo, en la prueba de difusion en agar por disco se utilizé6 Tween
80 en lugar de DMSO. Dicha féormula de dilucion fue aplicada en cada uno de los métodos
de difusion en agar aqui empleados pues a partir de ella se obtiene el volumen y las
concentraciones deseadas para cada método, incluyendo el método de macrodilucion;

esto puede verse resumido en la Figura 15.
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Figura 15. (a) diluciones a partir de la soluciéon madre (20 mg/mL) de los compuestos
puros (29-32) frente a S. aureus y E. coli, (b) diluciones a partir de la solucion madre (40
mg/mL) del compuesto 29 (morifolina A) frente a S. aureus y E. coli, (¢) diluciones a
partir de la solucion madre (35 mg/mL) de las fracciones III, V y VII frente a S. aureus,
E. coliy B. subtilis, (d) diluciones a partir de la solucién madre (20 mg/mL) de la fraccion
I frente a S. aureus, E. coli y B. subtilis, (e) diluciones a partir de la solucion madre (80

mg/mL) de las fracciones II, III, V y VII frente a S. aureus.
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5.7.3 Método de difusion en agar

Se prepard agar de Soya Tripticaseina (TSA; DIBICO) siguiendo el protocolo estandar
del fabricante, posteriormente, se puso en autoclave junto con cajas de Petri y puntas de
diferente capacidad volumétrica a 121 °C, 15 libras de presion durante 16 minutos. Una
vez transcurrido este tiempo, se retird el material de la autoclave y se dejé enfriar a
temperatura ambiente; en condiciones estériles y cuando el agar estaba lo suficientemente
tibio, se prosigui6 a verter el agar en cajas de Petri y asi se pudo evitar la condensacion.
Después de unos minutos, cuando el agar solidificé formando un gel, se sembraron por
extension 100 pL de cada una de las cepas bacterianas previamente ajustadas a la escala
0.5 de McFarland (bioMérieux). Lo anterior se llevd a cabo de forma idéntica en los tres
métodos de difusion en agar aqui empleados (en disco, pozo y gota). A partir de este

punto, cada método presenta particularidades especificas:

En el método de difusion en agar por disco, una vez que las cepas bacterianas fueron
sembradas, se colocaron discos de papel previamente esterilizados sobre la superficie del
agar y de forma equidistante. Posteriormente, a cada disco se le aplico 6 pL de cada uno
de los compuestos puros en sus diferentes concentraciones (20, 15 y 10 mg/mL). Dichos
compuestos fueron previamente solubilizados en dimetilsulféxido (DMSO), a excepcion
del compuesto 30, el cudl fue solubilizado en Tween 80 debido a sus caracteristicas fisico-
quimicas (no tiende a cristalizar como las morifolinas), sin embargo, al momento de
aplicar los 6 pL de este compuesto sobre el disco de papel correspondiente, el Tween 80
no permitia una adecuada difusion del compuesto sobre el disco por lo que se optd por
aplicar los 6 pL de este compuesto directamente sobre la superficie del agar. El DMSO y
el Tween 80 fueron utilizados como control negativo, mientras que la estreptomicina
(S10; BD BBL™) se emple6 como control positivo. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado. Las cajas se incubaron a 37 °C durante 24 horas, transcurrido este tiempo,

se prosiguid a observar la presencia o ausencia de los halos de inhibicion.

El método de difusion en agar por pozo se hizo como prueba preliminar utilizando solo
al compuesto 29 (morifolina A) cuyas caracteristicas fisico-quimicas son similares a las

de los otros compuestos (poca solubilidad en medios acuosos). Para esta prueba se
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decidi6 aumentar la concentracion a 40, 30 y 20 mg/mL por lo que después de haber
sembrado las diferentes cepas bacterianas, se hicieron pozos de forma equidistante sobre
el agar para posteriormente aplicar 6 L. de morifolina A previamente solubilizada en
DMSO al interior de cada pozo. Al igual que en la prueba anterior, el DMSO fue utilizado
como control negativo, mientras que la estreptomicina (1.67 mg/mL; BD BBL™) se
empled como control positivo. Dicho experimento se realizé por triplicado. Las cajas se
incubaron a 37 °C durante 24 horas, transcurrido este tiempo, se prosiguio a observar la

presencia o ausencia de los halos de inhibicion.

En el método de difusion en agar por gota, una vez que las cepas bacterianas fueron
sembradas, se dejo secar la superficie de las cajas de Petri a temperatura ambiente durante
30 minutos para evitar que mas adelante, cuando se pusieran las gotas de las
fracciones/compuestos del extracto de C. morifolius, estas se desplazaran por gravedad.
A continuacién, se colocaron 6 pl. de las fracciones del extracto a evaluar a
concentraciones de 20, 10 y 5 mg/mL (fraccion I1Ib); 35, 20 y 10 mg/mL (fracciones Illa,
V y VII); 80, 60 y 40 mg/mL (fracciones III a VII), directamente sobre la superficie del
agar y de forma equidistante. Dichas fracciones fueron previamente solubilizadas en
DMSO, por lo que se utiliz6 como control negativo, mientras que la estreptomicina (1.67
mg/mL; BD BBL™) se emple6 como control positivo (Figura 16-18). Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. Las cajas se incubaron a 37 °C durante 24

horas, transcurrido este tiempo, se midieron los halos de inhibicién.
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Figura 16. Método de difusion por gota de las fracciones I, II, Il y IV en sus diferentes
concentraciones a 80, 60 y 40 mg/mL frente a S. aureus. El signo positivo (+) representa

al antibiotico estreptomicina y el signo negativo (-) al DMSO.

Figura 17. Método de difusion por gota de la fraccion I a 20, 10 y 5 mg/mL, fracciones
II, T y IV en sus diferentes concentraciones a 35, 20 y 10 mg/mL frente a E. coli. El
signo positivo (+) representa al antibidtico estreptomicina y el signo negativo (-) al

DMSO.
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Figura 18. Método de difusion por gota de la fraccion I a 20, 10 y 5 mg/mL, fracciones
IL, I y IV en sus diferentes concentraciones a 35, 20 y 10 mg/mL frente a B. subtilis. El
signo positivo (+) representa al antibidtico estreptomicina y el signo negativo (-) al

DMSO.

5.7.4 Método de dilucion en caldo

Se prepard caldo de Soya Tripticaseina (TSB; MCD LAB) siguiendo el protocolo
estandar del fabricante. Posteriormente, se vertieron 2.4 mL de caldo en cada tubo de
ensayo con ayuda de un dosificador. Los tubos previamente dosificados y semisellados
fueron colocados en la autoclave a 121 °C, 15 libras de presion por 16 minutos. Al
finalizar el proceso de esterilizacion, se procedio a retirar el material de la autoclave y a

sellar completamente cada tubo de ensayo para dejarlos enfriar a temperatura ambiente.

Al igual que en los métodos de difusion en agar en disco, pozo y gota, cada ensayo de
macrodilucion se evalu6 en un rango de 20, 15 y 10 mg/mL para los compuestos puros
(29-32) y 40, 30 y 20 mg/mL para el compuesto 29 (morifolina A) frente a las cepas

certificadas de E. coli y S. aureus. Para evaluar las fracciones/compuestos se utilizaron

93



las siguientes concentraciones: 35, 20 y 10 mg/mL para las fracciones Illa (29), V (31),
VII (32) frente a E. coli y B. subtilis; 20, 10 y 5 mg/mL para la fraccion IIIb (30) frente
a E. coliy B. subtilis y 80, 60 y 40 mg/mL para las fracciones III (29, 30), V (31) y VII

(32) frente a S. aureus.

En cada tubo de ensayo se adicionaron 2.4 mL de caldo de Soya Tripticaseina (TSB), 50
uL de cada microorganismo ajustado al estdndar 0.5 de McFarland y 50 pL de las
fracciones a evaluar en cada una de sus concentraciones. Para el control negativo se
agregaron 50 puL de cada microorganismo ajustado al estdndar 0.5 de McFarland y 50 pL
de DMSO o bien, de Tween 80; para el control positivo se realizaron los mismos pasos,
sustituyendo el DMSO ( o en su defecto al Tween 80) por 50 puL del antibidtico
estreptomicina (S10; BD BBL™), como se muestra en la Figura 19. Es importante
mencionar que, al agregar todos los componentes, cada tubo fue homogeneizado con
ayuda de un vortex. Cada ensayo se realizé por triplicado y los resultados se obtuvieron
mediante determinacion visual de la presencia o ausencia de turbidez después de haber

incubado los tubos durante 24 horas a 37 °C.
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Figura 19. Método de dilucion en caldo de las fracciones I, II, IIT y IV en sus diferentes
concentraciones frente a E. coli, B. subtilis y S. aureus. Los signos positivos (+)

representan al antibidtico estreptomicina y los signos negativos (-) al DMSO.
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6. Resultados y discusion

6.1 Separacion cromatografica del extracto de la raiz de C. morifolius

Se realiz6 la CC a partir del extracto de metanol (15 g), utilizando gel de silice (230-400
mesh ASTM) y mezclas de hexano-acetona (9:1 300 mL, 7:3 200 mL, 1:1 500 mL), y
acetona (500 mL) como eluyentes. Se colectaron fracciones de 100 mL, las cuales se
analizaron mediante CCF y RMN de 'H para su agrupacion en fracciones etiquetadas
como FI-XIII. En la fraccion Illa se obtuvieron cristales, los cuales fueron separados y
recristalizados en un sistema de CH»Cl, a evaporacion lenta, el compuesto fue
caracterizado como morifolina A (29) (25 mg). La parte viscosa se sometid a purificacion
por CC empleando gel de silice como fase estacionaria y mezclas de CH2Cl>-AcOEt (95:5
200 mL) y acetona (500 mL) como fase movil. El analisis de las fracciones 16-18 por
CCF permitio la identificacion de otro compuesto puro que fue caracterizado como acido
acetil aleuritolico (30), fraccion IIb. En la fraccion V se obtuvieron cristales (0.183 g)
mismos que fueron caracterizados mediante RMN de 'H como morifolina C (31). La
fraccion VII se sometid a separacion cromatografica mediante CC, empleando gel de
silice como fase estacionaria y mezclas de CH2Cl,-AcOEt (95:5 200 mL) y acetona (500
mL) como fase movil, el andlisis de una subfraccion por RMN de 'H permitié la

caracterizacion como morifolina B (32) (Figura 20).
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Figura 20. Estructuras quimicas de los compuestos aislados de la raiz de C. morifolius.

6.2 Analisis estructural de los clerodanos aislados del extracto metandlico de
la raiz de C. morifolius

Los espectros de RMN de los compuestos puros (29, 31-32) fueron obtenidos y
comparados con los espectros reportados en el trabajo de Hernandez y Velazquez, 2022
y Melo et al, 2014, con la finalidad de caracterizar y determinar el grado de pureza de
cada uno de los metabolitos aislados, y de esta manera se asegur6 la presencia del numero
y tipo de sefiales correspondiente para cada uno de los hidrogenos y sus desplazamientos
quimicos en ppm a los cuales se encuentran cada uno de los hidrogenos de los diferentes
grupos funcionales que conforman las estructuras quimicas de cada uno de los

compuestos (Figuras 21-23).

El anélisis de los espectros de RMN de 'H (Figura 21), mostraron entre las sefiales mas
representativas para las estructuras de los compuestos 29, 31 y 32, son las asignadas a los
H-15, H-16 y el H-14 (du 7.48 ppm [simple], 7.42 ppm [triple] y 6.42 ppm [doble de
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dobles] que corresponden a los hidrogenos de anillos de furano. Una sefial simple muy
caracteristica y compartida por la morifolina A y morifolina C, asignada al H-6 a un éu
de 9.28 ppm, la cual es caracteristica de un hidrogeno del grupo aldehido, otra sefial en
6n 5.20 ppm compartida entre morifolina B y morifolina C corresponde a una sefial doble
asignada a H-12, la cual esta asignada a un hidrégeno base de oxigeno de un anillo de la

o-lactona.

Adicionalmente, con la finalidad de destacar las mas sefiales especificas y propias de
cada una de las morifolinas encontramos a: dos protones olefinicos caracteristicos de los
grupos alqueno disustituido a u de 5.82 y 6.14 ppm correspondientes a H-11 e H-12 y
una sefial de un grupo metoxilo a éu 3.70 ppm, es importante destacar que estos grupos
funcionales y sefiales corresponden a la morifolina A (29). La sefial caracteristica
diferente para la morifolina B es una sefal doble a un 6u de 6.25 ppm, la cual corresponde
a un hidrégeno oleofinico asignado a H-3, y para el H-2 una sefial triple en éu de 5.00
ppm asignada a el hidrogeno base de oxigeno del anillo de la 3-lactona, correspondiente
en la estructura de la morifolina B. La morifolina C presenta dos sefiales dobles asignadas
alos H-11 [a-b], en dude 2.14 y 1.86 ppm respectivamente, las cuales son caracteristicas
de un sistema AB. Finalmente, tres sefales de tipo simple que pertenecen a los metilos
terciarios asignados como H-18, H-19 y H-20 y una sefial doble asignada a H-17 (Figura
21).
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Figura 21. Espectros de RMN-'H de las morifolinas A (29), B (32) y C (31) a 400
MHz en CDCls.

De la subfraccion I1Ib (1.53 g) también se purificod otro compuesto de tipo triterpeno, se
obtuvieron 15.3 mg de un sélido blanco, con un rendimiento del 0.1%. Este compuesto
se caracterizd mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por la comparacion
de datos descritos como acido acetil aleuritdlico (30) (Melo et al., 2014). En el espectro
de RMN 'H (Figura 22) presento entre sus sefiales mas significativas, una sefial doble de
dobles en 6u 5.25 ppm asignada al hidrégeno del doble enlace, en du 4.42 ppm una senal
doble de dobles correspondiente al hidrogeno base del grupo acetato H-3, asi como una
sefial doble de dobles en du 2.37 ppm caracteristica de un grupo metilo vinilico, una sefial
simple en 2.02 y 0.82 ppm caracteristica de grupo metilo de un grupo éster C3 y a
frecuencias mas bajas se observaron 7 sefiales simples correspondientes a los grupos

metilo.

En su espectro de RMN de *C de 30 (Figura 23), presentd entre sus sefiales mas
caracteristicas, una sefal en dc 184.3 ppm de un carbono de carbonilo de un grupo
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carboxilico. En 6c 171.2 una sefial correspondiente al C-31 del carbonilo del grupo éster,
en 160.70 y 117.70 se observaron las sefiales correspondientes al enlace doble de C14-
C15, una senal en 81.03 del C-3 base de oxigeno, y a frecuencias mas bajas se observaron

sefiales para los carbonos alifaticos sp® presentes en la estructura del compuesto.

Figura 22. Espectros de RMN-'H del 4cido acetil aleuritolico (30) a 400 MHz en
CDCls.
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Figura 23. Espectros de RMN-!3C del 4cido acetil aleuritolico (30) a 100 MHz en
CDCls.

6.3 Prediccion de propiedades fisicoquimicas

La prediccion de la eficacia del proceso farmacocinético (ADME) de los compuestos (29-
32) aislados de la raiz de C. morifolius como posibles medicamentos de administracion
oral se valoraron a partir de sus diferentes propiedades fisicoquimicas dadas por el
programa SwissADME, una herramienta gratuita que permite el calculo de dichas
propiedades a partir de similitudes o disimilitudes de la estructura molecular de los
compuestos con la de firmacos ya registrados en su base de datos. También se
determinaron las propiedades fisicoquimicas de la estreptomicina (33), un antibidtico que
actia inhibiendo la sintesis proteica en las bacterias; aunque se administra por via
intramuscular y en algunos casos por via intravenosa, su actividad bioldgica la convierte

en un referente util para evaluar el grado de biodisponibilidad oral de nuevos compuestos.

Para ello, se consideraron las reglas de Lipinski, Veber y Ghose que contemplan las siete

principales propiedades fisicoquimicas compatibles con un buen proceso
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farmacocinético: peso molecular (MW), nimero de aceptores y donantes de puentes de
hidrégeno, LogP, la superficie polar topoldgica (TPSA), el nimero de enlaces rotativos

(flexibilidad) y refractividad molar (MR).

A partir de los datos obtenidos mediante el programa SwissADME, se observé que los
compuestos 29, 31 y 32 se encuentran dentro de los pardmetros establecidos por las tres
reglas: peso molecular (MW) menor a 500 g/mol, nimero de aceptores de puentes de
hidrogeno (HBA) menor a 10, nimero de donadores de puentes de hidrégeno (HBD)
menor a 5, coeficiente de particion (LogP) no menor de 1 ni mayor a 5, superficie polar
(PSA) menor a 140 A2, nimero de enlaces rotativos menor a 10 y refractividad molar
entre 40 y 130 cm?/mol, lo cual los hace compuestos candidatos a farmacos de
administraciéon oral. Por otro lado, el compuesto 30 presenta dos transgresiones:
coeficiente de particion (LogP) mayor a 5 y refractividad molar mayor a 130 cm?/mol.
Por su parte, la estreptomicina presenta un numero significativo de violaciones entre las
que se encuentran su peso molecular mayor a 500 g/mol, nimero de aceptores de puentes
de hidrégeno mayor a 10, nimero de donadores de puentes de hidrégeno mayor a 5,
coeficiente de particion (LogP) menor a 1, superficie polar (PSA) mayor a 140 A2 y
refractividad molar ligeramente por encima de los 130 cm?/mol (Tabla 5). De lo anterior,
se manifiesta que el compuesto 30 y la estreptomicina (33) exhiben problemas de

solubilidad, absorbancia, distribucion y en general de biodisponibilidad oral.
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Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos aislados de la raiz de C.

morifolius y del antibidtico estreptomicina.

El programa SwissADME también ofrece una evaluacion rapida e ilustrativa de los
resultados referidos en la Tabla 5 (lipofilia menor a 5, peso molecular entre 150 y 500
g/mol, polaridad de 20 a 130 A%y menos de 9 enlaces rotativos) ademds de la solubilidad
(menor a 6) y saturacion (no inferior a 0,25) de cada compuesto mediante radares de
biodisponibilidad. Cada eje del radar de biodisponibilidad representa una propiedad
fisicoquimica especifica y de color rosa el rango 6ptimo de cada una de ellas por lo que
si el grafico de la molécula (lineas color rojo) cae por completo dentro del area rosa,

entonces, el compuesto presenta buena biodisponibilidad oral.

Bajo esta premisa, los compuestos 29, 31 y 32 aislados de la raiz de C. morifolius cumplen
con los rangos establecidos por los radares de biodisponibilidad y sus propiedades
fisicoquimicas se encuentran dentro de los valores optimos (Figura 19). Ademas, los
radares de biodisponibilidad son una prueba confirmatoria de lo previamente sefalado en
la Tabla 3 donde se establece que los compuestos 29, 31 y 32 presentan propiedades
fisicoquimicas compatibles con un buen proceso farmacocinético lo que los convierte en
candidatos a farmacos administrados por via oral. Por otro lado, el compuesto 30 es
demasiado lipofilico e insoluble mientras que la estreptomicina (33) es demasiado polar
y sobrepasa el peso molecular 6ptimo para presentar un buen perfil farmacocinético de

administracion oral (Figura 24).
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Figura 24. Radares de biodisponibilidad de los compuestos (29, 30, 31 y 32) aislados

de C. morifolius y del antibidtico estreptomicina (33).

6.4 Predicciones ADMET

Como prueba complementaria de lo descrito anteriormente, se empleo el servidor web
Pharmacokinetic-Chemical Space Modeling (pkCSM), que con base en el analisis tedrico
de las propiedades ADMET de los compuestos candidatos a firmacos, predice la eficacia,
seguridad y viabilidad de estos durante su paso por el organismo, desde su entrada hasta

su eliminacion, y su toxicidad.
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La herramienta pkCSM determina entre otras caracteristicas, la absorcidn intestinal
humana (HIA), solubilidad en agua, permeabilidad de las células Caco-2, fraccién no
unida a proteinas plasmaticas (FU), volumen de distribucion (Vd), la promiscuidad
inhibitoria de CYP450 y si el compuesto es sustrato de OCT2; cada uno de estos
parametros se encuentra asociado (respectivamente) a la eficaz y segura absorcion (A),

distribucion (D), metabolismo (M) y excrecion (E) de un buen farmaco.

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos para los compuestos (29, 30, 31y 32)
aislados de la raiz de C. morifolius y el antibidtico estreptomicina (33) a partir de las
predicciones con la herramienta pkCSM. De igual manera, se presenta a continuacion la

interpretacion de estos resultados con base en Pires, D. et al., (s.f).

La absorcion intestinal humana se refiere al porcentaje del firmaco o compuesto
administrado por via oral que es absorbido a través del intestino delgado y, por lo tanto,
estara disponible para llegar al torrente sanguineo. Los cuatro compuestos aqui evaluados
presentaron altos porcentajes de absorcion intestinal que van de entre el 95 y 100%, lo
cual sugiere que la mayor parte de estos estara disponible para alcanzar su sitio de accion
y producir el efecto terapéutico deseado. Por otro lado, la absorcion intestinal de la

estreptomicina (33) es nula.

La solubilidad en agua (logS) también es una propiedad importante si consideramos que
el agua es el principal disolvente bioldgico en el cuerpo, ademas, esta propiedad influye
directamente en la formulacion y via de administracion del farmaco. Los compuestos 29
(-4.501), 30 (-4.498), 31 (-4.694) y 32 (-4.415) presentaron una solubilidad moderada
(log mol/L) mientras que la estreptomicina (-2.891) resulté ser muy soluble. Una

solubilidad moderada es considerada ideal para una buena absorcion.

Las células Caco-2 son un modelo in vitro ampliamente utilizado para predecir la
permeabilidad intestinal de los compuestos. Los compuestos 29, 30, 31 y 32 exhibieron
valores mayores a 0.90 (log Papp en 10-6 cm/s), lo que se traduce a una alta
permeabilidad de las células Caco-2, mientras que la estreptomicina (33) presentd un
valor menor a 0.90 (log Papp en 10-6 cm/s), lo que indica que presenta baja o casi nula

capacidad de permeabilidad de estas células.
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Una vez que cierto porcentaje del compuesto ha llegado al torrente sanguineo, aqui este
puede encontrarse en forma libre o bien, unido a proteinas del plasma sanguineo; en el
primer escenario, el compuesto puede difundirse hacia los tejidos y células con facilidad
para posteriormente unirse a su diana terapéutica y ejercer su efecto, mientras que en el
segundo escenario, la union del compuesto a proteinas plasmaticas dificulta su difusion
a través de las membranas capilares hacia los tejidos y reduce la cantidad del compuesto
libre y disponible para unirse a su diana terapéutica. Los valores dados por pkCSM
indican la fraccion del compuesto libre en el plasma. Considerando lo anterior, para los
compuestos 29 (0.144), 31 (0.182) y 32 (0.215) se predice una unién moderada a
proteinas plasmaticas, lo cual es conveniente ya que hay un equilibrio entre accion y
duracién. Por otro lado, el compuesto 30, en su totalidad estd unido a proteinas
plasmaticas y esto da lugar a una difusién mas limitada hacia los tejidos asi como una
eliminacion mas lenta. La estreptomicina (0.543) exhibié una baja union a proteinas lo
que puede producir efectos rapidos, sin embargo, esto también representa un mayor

riesgo de toxicidad.

El volumen de distribucion (Vd) indica la uniformidad en que se distribuye el compuesto
por el cuerpo. Un volumen de distribucion alto (Vd > 0.45 L/kg) indica que el compuesto
se distribuye ampliamente en los tejidos, mientras que un volumen de distribucion bajo
(Vd <-0.15 L/kg) sugiere que el compuesto tiende a permanecer en el torrente sanguineo.
Los compuestos 29 (0.144) y 31 (0.166) se distribuyen y predominan en el plasma, sin
embargo, puede que alcancen de manera limitada el liquido intersticial pero no los tejidos.
Por su parte, el compuesto 32 (0.206) puede distribuirse mas alla del plasma, atravesando
moderadamente las células de los tejidos, lo que sugiere que no habria acumulacién
excesiva de este compuesto en tejidos especificos; el compuesto 30 (-0.921) y la

estreptomicina (-0.351) se distribuyen de manera limitada en el plasma.

El citocromo P450 (CYP-450) es una familia de enzimas que actian como el mayor
agente detoxificador del cuerpo por lo que desempefian un papel fundamental en el
metabolismo de farmacos (Orellana, M. y Guajardo, V. 2004). Los compuestos 29, 30,
31, 32 y la estreptomicina (33) exhibieron una promiscuidad inhibitoria baja de estas

enzimas, por lo que hay baja probabilidad de que en un futuro existan efectos adversos
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como el aumento en los niveles plasmaticos y toxicidad de medicamentos que también

son metabolizados por estas enzimas.

El transportador catidénico organico 2 (OCT2) es una proteina que participa en la
captacion y eliminacidon renal de farmacos. Es importante evaluar si un fdrmaco es
sustrato de OCT2 no solo para obtener informacion sobre su via de eliminacioén sino
también sobre posibles contradicciones como la deficiente eliminacion y aumento de
concentracion de estos compuestos en dado caso de que se coadministren farmacos que
sean inhibidores de OCT2. Todos los compuestos resultaron no ser sustratos de OCT2
por lo que tienen menos probabilidad de causar toxicidad renal y de presentar variaciones

en su farmacocinética.

Tabla 6. Perfil ADME de los compuestos aislados de la raiz de C. morifolius (29, 30, 31
y 32) y del antibidtico estreptomicina (33).

A= Absorcion; D= Distribucion; M= Metabolismo; E= Excrecion

Parametros asociados a un eficaz y seguro perfil ADME: absorcion intestinal humana (HIA); permeabilidad
de las células Caco-2; Fraccion no unida a proteinas plasmaticas (FU); volumen de distribucion (Vd);

metabolismo por enzimas CYP450 y sustrato del transportador catidonico organico 2 (OCT2).
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En cuanto al perfil toxicologico de cada uno de los compuestos aqui evaluados y del
antibidtico estreptomicina, se consideraron los valores de toxicidad AMES,
hepatotoxicidad, inhibicion de hERG I, II y la toxicidad aguda en ratas; dados también
por el servidor web pkCSM (Tabla 7).

Los cuatro compuestos resultaron ser negativos a la prueba AMES, es decir, son
compuestos que no muestran potencial para causar mutaciones en el DNA y por lo tanto
no podrian actuar como cancerigenos, sin embargo, la estreptomicina si exhibi6 potencial
cancerigeno. Por otro lado, los compuestos 30, 31 y 32 no fueron asociados con eventos
patologicos o fisiologicos que alteren la funcion normal del higado, pero el compuesto

29 y la estreptomicina si muestran hepatotoxicidad.

hERG 1y II (gen humano ether-a-go-go) son genes que codifican para proteinas que
forman canales de potasio en las células del musculo cardiaco. Si un farmaco inhibe estos
canales, puede dar lugar al sindrome de QT largo adquirido (que conduce a una arritmia
ventricular fatal). pkCSM determiné que ninguno de los compuestos son inhibidores de
hERG I y tampoco de hERG II, sin embargo, estreptomicina resultd ser inhibidor de
hERG II.

Los valores de dosis letal (DLso) representan la cantidad de un compuesto que causa la
muerte del 50% de un grupo de animales de prueba tras una sola administraciéon. Todos
los compuestos exhibieron valores que indican una baja o nula toxicidad aguda en ratas,
sin embargo, podrian causar efectos adversos en humanos a dosis relativamente bajas

(0.193,-0.046, -0.304 y 1.086 mg/kg/dia).
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Tabla 7. Propiedades toxicoldgicas de los compuestos aislados de la raiz de C. morifolius

(29, 30, 31 y 32) y del antibidtico estreptomicina (33).

6.5 Predicciones del espectro de actividad biologica

Tras identificar las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas (ADMET) de los
compuestos (29, 30, 31 y 32) aislados, fue necesario predecir el espectro de actividad
bioldgica de los mismos asi como del antibidtico estreptomicina (33), para ello se hizo
uso del portal en linea Way2Drug, particularmente de la plataforma Pass online
(incorporado a Way2Drug) que se encarga de predecir dichas propiedades a partir de
actividades biologicas descritas experimentalmente en su base de datos. Esto ultimo bajo
la premisa de que compuestos estructuralmente similares causan efectos fisioldgicos
semejantes. Pass online se rige bajo dos categorias “activo” (Pa) o “inactivo” (Pi) y dichas
categorias van de 0 a 1. Cuanto mas cerca esté Pa de 1, mayor es la probabilidad de que
el compuesto sea activo para la actividad bioldgica predicha, por otro lado, cuanto mas
cerca esté Pi de 1, mayor es la probabilidad de que el compuesto sea inactivo para la

actividad bioldgica dada.

A partir de los datos recopilados y plasmados en el mapa de calor (Figura 25), se puede

observar que el compuesto 30 presentd la mas alta probabilidad de actuar como un
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antibiotico (0.950), mientras que para estreptomicina (33) el porcentaje mas alto (99.8)
corresponde a la inhibicion de la CDP-glicerol glicerofosfotransferasa, enzima que
participa en la sintesis de los 4cidos teicoicos, componente importante de la pared celular
de bacterias Gram positivas como S. aureus (Badurina, D. 2002) y B. subtilis (Pooley, H.
etal., 1992).

Con moderada probabilidad de inhibir la sintesis de peptidoglicano encontramos a los

compuestos 29 (0.524) y 31 (0.575).

Por otro lado, los compuestos 29 (0.180), 30 (0.246), 31 (0.436) y 32 (0.478) son
candidatos a presentar un posible efecto antibacteriano pero con un alto grado de

incertidumbre.

Lo anterior también aplica para los compuestos 29 (0.267) y 31 (0.291) y su actividad
antimicoplasmal; la inhibicion de la sintesis de proteinas por los compuestos 31 (0.080),
32 (0.101) y estreptomicina (0.122) que al parecer podrian actuar sobre la subunidad 50S
del ribosoma bacteriano; la inhibicion de la ATPasa de dos sectores que transporta H*
(ATPasa FoF1) por los compuestos 29 (0.276), 31 (0.431), 32 (0.336) y estreptomicina
(0.312) lo que resulta de gran interés porque la ATPasa FoF| es la enzima implicada en la
produccion de ATP tanto en bacterias con cadena respiratoria como en mitocondrias y
cloroplastos, sin embargo, la ATPasa es estructuralmente diferente entre cada organismo,
lo que hacen de ella un blanco terapéutico atractivo (Galiano, A. 2003); la posible
inhibicion de la histidina quinasa por los compuestos 31 (0.412) y 32 (0.457) lo que
también resulta de interés dado que las histidina quinasas regulan la expresion de genes
que codifican para ciertos mecanismos de virulencia tales como factores de adhesion,
toxinas o proteinas que evaden la respuesta inmune del huésped e incluso pueden influir
en la capacidad de las bacterias para sobrevivir en presencia de antibioticos (Stephenson,
K. y Hoch, J. 2002). Asimismo, Matsushita, M. y Janda, K. (2002) sefialan que la
transduccion de sefiales en mamiferos ocurre por un mecanismo diferente al de las
bacterias, por lo que la inhibicion de las quinasas de histidina podria ser un objetivo
potencial para nuevos agentes antimicrobianos; la inhibicion de la GDP-manosa 6-
deshidrogenasa por el compuesto 32 (0.135) y estreptomicina (0.442) que pudiera ser
prometedor ya que la GDP-manosa 6-deshidrogenasa ha sido identificado como un
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blanco terapéutico en P. aeruginosa para combatir la resistencia a los antibidticos en
cepas mucoides de esta bacteria (Hulen, C. 2023) puesto que esta enzima participa en la
biosintesis de polisacaridos como el alginato, los cuales, a su vez, contribuyen a la
formacion de biopeliculas y a la resistencia bacteriana (Berbis, A. et al., 2015). Ademas,
la GDP-manosa 6-deshidrogenasa no forma parte del repertorio enzimatico de los
mamiferos, incluyendo a los humanos (Gurvan, M. et al., 2010) lo que la convierte en un

blanco selectivo para los antibioticos.

Por ultimo, Pass online reveld que el compuesto 32 (0.190) y la estreptomicina (0.250)
podrian tener un efecto parecido al del antibidtico macrélido y actuar sobre el
componente 23S de la subunidad 50S para inhibir la translocacion de la cadena

polipeptidica y por ende, la sintesis proteica.

Compuesto Probabilidad
Actividad
29 30 31 32 33 (Pa)

Antibacteriano  0.180 0.246 0.436 0.478

Antibidtico - - 0.165 0.223

Antimicoplasmas ~ 0.267 = 0.291 0.320
e 0w s [osm
Inhibidor de sintesis proteica (50S) = = 0.080 0.101 0.122 Moderada
Inhibidor de la ATPasa de dos sectores  0.276 = 0.431 0.336 0.312
Inhibidor de la histidina quinasa = = 0.412 0.457 -
Inhibicién de factores de Virulc':ncia (GDP- _ ) i 0.135 0.442 Exploratoria
manosa 6-deshidrogenasa)
Antibiotico similar a macrolido = = - 0.190 0.250
No predicho

Figura 25. Mapa de calor de la prediccion de las posibles actividades biologicas de los
compuestos (29, 30, 31 y 32) aislados de la raiz de C. morifolius y del antibidtico

estreptomicina (33).
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6.6 Docking molecular de los compuestos 29-32

6.6.1 Proteina diana en Staphylococcus aureus: DNA girasa (PDB ID: 3U2D)

La DNA girasa (Figura 26) es miembro de la familia tipo II de topoisomerasas y es una
enzima que provoca cambios drasticos en la topologia de la estructura del DNA en las
células bacterianas (Caetano, J. A. 2020), lo cual es de suma importancia para que
posteriormente se pueda llevar a cabo una correcta replicacion y transcripcion del mismo.
Est4 formada por dos subunidades: GyrA y GyrB. La subunidad GyrB es la responsable
de la hidrolisis de ATP, que suministra la energia necesaria para modificar la topologia
del DNA. Ademas, se sabe que el sitio activo de la subunidad GyrB de la DNA girasa
estd conformado por los aminoacidos: Asp 81, Arg 84, Argl44 y Thr 173 (Eakin, A. et
al., 2012). De lo anterior surge el interés por evaluar la afinidad de union entre los
compuestos (29-32) aislados de la raiz de C. morifolius y el sitio activo de la DNA girasa,
siendo los resultados un parteaguas para proceder o no a estudios in vitro. Asimismo,
docking molecular resulta ser una herramienta complementaria para priorizar compuestos

antes de iniciar con ensayos in vitro.

Figura 26. Estructura cristalizada de la proteina DNA girasa (PDB ID: 3U2D).
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Dado que a menor energia de unidén corresponde una mayor afinidad y estabilidad de
interaccion entre ligando-proteina, los resultados sintetizados en la Tabla 8 indican que
el compuesto 32 exhibio los valores mas representativos en cuanto a su energia de union
(-6.54 kcal/mol), eficiencia de union (-0.26) y constante de inhibicion de 15.97 uM
(micromolar) en comparacion con los compuestos 29, 30 y 31; no obstante, estos valores
se mantienen dentro de un rango correspondiente a una afinidad moderada dentro del sitio

activo de la DNA girasa.

Tabla 8. Energias de unidn, eficiencia y constantes de inhibicion de los compuestos 29,

30, 31, 32 y del antibiotico estreptomicina dentro de la proteina DNA girasa de S. aureus.

Proteina diana en S. Ligando Energia de union Efic.iencia del . C(.)n'st.a,nte de
aureus (Kcal/mol) ligando inhibicion (uM)
Estreptomicina -6.66 -0.17 13.03 uM
29 -6.18 -0.25 29.41 uM
DNA girasa (3U2D) 30 -4.42 -0.12 578.14 uM
31 -5.84 -0.24 52.77 uM
32 -6.54 -0.26 15.97 uM

Como ya vimos, la prediccion de acoplamiento molecular que se realizd por medio de
Autodock tools permite conocer la conformacion mas favorable y estable entre ligando-
proteina. Sin embargo, alin no se conoce el tipo de interaccion que existe entre ambos
(hidrofobica, enlaces de hidrogeno, m-catidn, etc.). Es por ello que se hizo uso de la
herramienta Discovery Studio que con base a la geometria y distancia de la interaccion,

determina qué tipo de interaccion existe entre el ligando y la proteina.

En la Figura 27 podemos observar que el compuesto 32 presenta interacciones

hidrofébicas de tipo alquilo e interacciones de van der Waals. Ambas interacciones son
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consideradas débiles individualmente pero juntas contribuyen significativamente a la
estabilidad de union entre ligando y proteina (Gonzalez, F. 2017); este tipo de
interacciones se dan particularmente entre la zona hidrofébica de la proteina (al interior
de esta) y los grupos funcionales hidrofébicos del ligando como resultado del
desplazamiento del solvente o particulas de agua en la zona donde existe afinidad polar
entre ambas estructuras, lo que a su vez genera una mayor estabilidad del complejo

proteina-ligando (Xiao, F. et al., 2020).

Figura 27. (a) Interaccion ligando-receptor (3D) del compuesto 32 con la proteina 3U2D,
(b) interacciones (2D) del compuesto 32 con la proteina 3U2D. Las lineas discontinuas

rosas representan las interacciones hidrofobicas de tipo alquilo.

6.6.2 Proteina diana en Escherichia coli: FimH (PDB ID: 1TR7)

FimH (Figura 28) es una proteina que se expresa en las puntas de las fimbrias tipo 1
(estructuras filamentosas en la superficie bacteriana) y es la responsable de la capacidad
de E. coli para adherirse, especificamente a residuos de manosa en las glicoproteinas y
glicolipidos de las células eucariontes. La adhesion mediada por FimH es crucial para la
virulencia de E. coli, especialmente en infecciones del tracto urinario (ITU). Al unirse al

epitelio de la vejiga, E. coli puede causar cistitis y, si no se trata, la infeccion puede
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ascender a los rifiones causando pielonefritis. El sitio activo de FimH es el responsable
de reconocer y unirse a residuos de manosa que se encuentran en las células huésped;
este dominio estd conformado por Asp 54, Gln 133, Asn 135, Asp 140, Asp 47, Gly 14y
Asn 138 (Bouckaert, J. et al., 2004). De lo anterior, surge el interés por bloquear el sitio

activo de FimH, lo cual puede impedir la adhesion bacteriana e infeccion.

Figura 28. Estructura cristalizada de la proteina FimH (PDB ID: 1TR?7).

Con base en los resultados obtenidos a partir del acoplamiento molecular para los
compuestos aislados de C. morifolius y el antibidtico estreptomicina dentro del sitio
activo de la proteina FimH (Tabla 9), se puede destacar que el compuesto 32 presenta
los valores mas representativos en cuanto a su energia de union (-7.57 kcal/mol),
eficiencia de union (-0.3) y constante de inhibicion de 2.85 uM en comparacion con los
compuestos 29, 30 y 31; sin embargo, estos valores se mantienen dentro de un rango
correspondiente a una afinidad moderada con Phe 1 y Gln 133, residuos de aminoécidos

presentes en el sitio activo de FimH.
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Tabla 9. Energias de union, eficiencia y constantes de inhibicion de los compuestos 29,

30, 31, 32 y del antibidtico estreptomicina dentro de la proteina FimH de E.coli.

Proteina diz.ma en Ligando Energia de union Efic.iencia del . .C.or.lrstante de
E. coli (Kcal/mol) ligando inhibicién (uM/mM)
Estreptomicina -4.1 -0.1 991.53 uM
29 -5.61 -0.22 77.47 uM
FimH (1TR?7) 30 -1.73 -0.05 54.21 mM
31 -7.02 -0.29 7.13 uM
32 -7.57 -0.3 2.85uM

El compuesto 32 (Figura 29) presenta una interaccion puente de hidrogeno con el residuo
Gln 133 (aminoacido componente del sitio activo de FmiH) a una distancia de enlace de
2.15 A; dicha interaccion se debe a que el nitrogeno del grupo amida del residuo Gln 133
puede donar hidrégenos, mientras que el grupo carbonilo del compuesto 32 est4 actuando
como aceptor del enlace de hidrogeno. También se puede observar que el centro del anillo
de furano estd interactuando con el centro del anillo aromatico de Tyr 48 mediante una

interaccion del tipo n- m Stacked.

Aunado a lo anterior, el compuesto 32 presenta interacciones hidrofobicas de tipo alquilo

con Tyr 48, Tyr 137, Ile 52 e Ile 13 asi como interacciones de van der Waals.
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Figura 29. (a) Interaccion ligando-receptor (3D) del compuesto 32 con la proteina 1TR7,
(b) interacciones (2D) del compuesto 32 con la proteina 1TR7. La linea discontinua verde
indica un enlaces de hidrogeno, la linea discontinua fucsia indica la presencia de una
interaccion m-n Stacked y las lineas discontinuas rosas representan las interacciones

hidrofobicas de tipo alquilo.

6.6.3 Proteina diana en Bacillus subtilis: TagU (PDB ID: 6UF6)

TagU (Figura 30) es una enzima LytR-CpsA-Psr (LCP) que participa en la transferencia
de 4cidos teicoicos (WTA) del citoplasma a la pared celular bacteriana y se ha
demostrado que la inhibicion de esta enzima es letal debido a la consecuente acumulacion
de WTA unidos a lipidos no funcionales y al agotamiento del grupo de portadores de
lipidos necesarios para la sintesis de peptidoglicano (PG). También se ha visto que TagU
estd implicada en la formacion de biopeliculas y en el ensamblaje de algunos polimeros
de pared celular bacteriana, tales como el polisacarido capsular de especies de
estreptococos y el arabinogalactano de especies micobacterianas. Es importante sefalar
que TagU es exclusiva de bacterias Gram positivas, lo que la vuelve un objetivo

farmacologico atractivo (Li, F. et al., 2020).
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Figura 30. Estructura cristalizada de la proteina TagU (PDB ID: 6UF6).

A partir de los datos referidos en la Tabla 10, se puede observar que el compuesto 30
posee la conformacion proteina-ligando mas estable (-9.27 kcal/mol) y una constante de
inhibicion (159.02 nM) baja y representativa en comparacion con la constante de
inhibiciéon de los otros compuestos aqui evaluados. Sin embargo, el compuesto 32
también parece prometedor al poseer una energia de union de -8.93 kcal/mol y una
constante de inhibicion de 283.13 que al igual que en el compuesto 30, es una cifra dada
en nanomolar (nM) e incluso, posee una eficiencia de ligando ain mas alta que la que
presenta el compuesto 30, lo que indica su alta capacidad de interactuar con la enzima

TagU.
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Tabla 10. Energias de union, eficiencia y constantes de inhibicion de los compuestos 29,

30, 31, 32 y del antibidtico estreptomicina dentro de la proteina TagU de B. subtilis.

Constante de

Proteina diana en . Energia de union Eficiencia del e,
B. subtilis Ligando (Kcal/mol) ligando inhibicion
) (mM/uM/nM)
Estreptomicina -3.78 -0.09 1.69 mM
29 -7.61 -0.3 2.66 uM
TagU (6UF6) 30 -9.27 -0.26 159.02 nM
31 -7.39 -0.31 3.82uM
32 -8.93 -0.36 283.13 nM

El compuesto 30 (Figura 31) mostro interacciones hidrofobicas de tipo alquilo con Phe
238, Phe 234, Phe 251, Met 254, Val 241, Val 245 e Ile 221 asi como interacciones de

van der Waals.

Por su parte, el compuesto 32 (Figura 32) present6 un enlace convencional de hidrégeno
entre uno de sus oxigenos exteriores y el hidrégeno electronegativo de Thr 247 a una
distancia de 2.74 A. También presenta dos interacciones electrostaticas (en “T”) entre el
centro del anillo de furano del ligando y los anillos aromaticos de Phe 234 y Phe 251; un
enlace m-Sulfuro entre el centro del anillo de furano (rico en electrones) y el atomo de
azufre de Met 254; un enlace n-Sigma entre el carbono alifatico del compuesto y la nube
electronica nt del anillo aroméatico de PHE 238; interacciones hidrofébicas de tipo alquilo

con Met 254, Val 245, Val 241 y Leu 163, asi como interacciones de van der Waals.

Las interacciones n-nt (T-shaped y stacked), son interacciones que tienen lugar debido a
la superposicion de las nubes electronicas 7, lo que da lugar a una interaccion de tipo
apilamiento, mientras que el nlimero de interacciones n-Sigma y n-Sulfuro (que conllevan
en gran medida a la transferencia de carga) promueven una fuerte y estable interaccion

entre el ligando y el sitio de unién a la proteina (Abdullahi, S. H. et al., 2022).
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Figura 31. (a) Interaccion ligando-receptor (3D) del compuesto 30 con la proteina 6UF6,
(b) interacciones (2D) del compuesto 30 con la proteina 6UF6. Las lineas discontinuas

rosas representan interacciones hidrofobicas de tipo alquilo.

Figura 32. (a) Interaccion ligando-receptor (3D) del compuesto 32 con la proteina 6UF6,
(b) interacciones (2D) del compuesto 32 con la proteina 6UF6. La linea discontinua verde
indica enlace de hidrégeno, la linea discontinua morada indica la presencia de un enlace

n-Sigma, las lineas discontinuas fucsia indican la presencia de interacciones n-n. en T, la
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linea discontinua amarilla corresponde a una interaccion =n-Sulfuro y las lineas

discontinuas rosas representan interacciones hidrofobicas de tipo alquilo.

Cabe mencionar que las interacciones intermoleculares del tipo m-m, junto con otras
fuerzas como las de n-Sigma, interacciones hidrofébicas del tipo alquilo y de van der
Waals son débiles individualmente, pero juntas contribuyen significativamente a la

afinidad y estabilidad de ligandos energéticamente favorecidos (Gonzélez, F. 2017).

6.7 Redocking/RMSD

En la Tabla 11 se muestran los resultados de RMSD entre las conformaciones predichas
y las conformaciones experimentales de los diferentes ligandos acopladas a sus
respectivas estructuras proteicas. Para cada uno de los complejos proteina-ligando
evaluados se obtuvieron valores de RMSD menores a 2 A, lo que indica reproduccién
confiable de la pose de union experimental. Asimismo, las Figuras 33 a 35

complementan la informacion antes descrita.

Tabla 11. RMSD de los ligandos co-cristalizados de las proteinas DNA girasa, FimH y
TagU.

ligando

Nombre ID en el PDB S,
co-cristalizado

RMSD (A)  Tamaiio del grid

4-bromo-5-metil-N-[1-(3-nitropiridin-2-

DNA-girasa 302D il)piperidin-4-il]-1H-pirrol-2-carboxamida 0.263 48x44x44
(08B)
FimH 1TR7 Butil a-D-manopiranésido (DEG) 0.192 46x44x44
TagU 6UF6 Glicerol (GOL) 1.515 126x126x126
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Figura 33. Superposicion del ligando co-cristalizado (color morado) y la pose predicha
(color anaranjado) que muestran una favorable concordancia con un RMSD de 0.263 A

para 3U2D.

Figura 34. Superposicion del ligando co-cristalizado (color morado) y la pose predicha
(color anaranjado) que muestran una favorable concordancia con un RMSD de 0.192 A

para 1TR7.
122



Figura 35. Superposicion del ligando co-cristalizado (color morado) y la pose predicha
(color anaranjado) que muestran una favorable concordancia con un RMSD de 1.515 A

para 6UF6.

6.8 Evaluacion de la actividad antibacteriana

6.8.1 Resultados del método de difusion en agar por disco

La actividad inhibitoria de los compuestos puros (29-32) del extracto metandlico de la
raiz de C. morifolius frente a cepas de E. coli y S. aureus fue nula (Tablas 12 y 13). En
todos los casos se observo que el compuesto puro permanecia concentrado en el disco sin

evidenciar una difusion significativa.
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Tabla 12. Actividad antibacteriana de los compuestos puros (29-32) de la raiz de C.

morifolius frente a E. coli.

S10 (control +).

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).
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Tabla 13. Actividad antibacteriana de los compuestos puros (29-32) de la raiz de C.

morifolius frente a S. aureus.

S10 (control +).

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).

6.8.2 Resultados del método de difusion en agar por pozo
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La actividad inhibitoria del compuesto 29 (morifolina A) del extracto metandlico de la
raiz de C. morifolius frente a cepas de E. coli y S. aureus fue nula. Al igual que en el
método de difusion en agar por disco, se observd que el compuesto permanecio
concentrado en el fondo del pozo, sin evidencia de difusion hacia el medio circundante

(Tabla 14 y 15).

Tabla 14. Actividad antibacteriana del compuesto 29 (morifolina A) de la raiz de C.

morifolius frente a E. coli.

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).

Estreptomicina (control +) 1.67 mg/mL.

Tabla 15. Actividad antibacteriana del compuesto 29 (morifolina A) de la raiz de C.

morifolius frente a S. aureus.

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).

Estreptomicina (control +) 1.67 mg/mL.
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En el método de difusion en agar, al colocar una gota de un compuesto altamente soluble
en agua sobre un disco o pozo, lo ideal es que se forme un gradiente de concentracion
desde el disco/pozo hacia el agar (Nguyen, H. T. et al., 2022), un gel altamente acuoso.
Sin embargo, cuando un compuesto soluble en DMSO pero insoluble en medios acuosos
se aplica sobre el disco o en pozo, el DMSO se diluye rapidamente en el medio
circundante mientras que el compuesto ya no permanece disuelto sino que este se
concentra en el disco o al fondo del pozo formando cristales blancos. Al precipitar, deja

de difundirse dando falsos negativos (Elshikh, M. et al., 2016).

La ausencia de inhibicion observada también podria explicarse al considerar que las
bacterias presentan mecanismos, caracteristicas fisiologicas y estructurales propias
(intrinsecas) de cada especie que podrian estar limitando la acciéon de compuestos con

potencial antibacteriano (Martinez, L. 2016). Entre ellos destacan:

la baja permeabilidad de membranas, que restringe el acceso de moléculas a su blanco
terapéutico cuando por ejemplo, proteinas de la membrana externa de bacterias Gram
negativas llamadas porinas modulan la difusién pasiva de moléculas relativamente
hidrofilicas hacia el espacio intracelular seglin su carga, tamafio molecular, polaridad y
lipofilia (Monge, K. M. 2013); en este caso, una molécula demasiado lipofilica puede
tener problemas para atravesar dichas proteinas y si es demasiado polar (hidrofilica)
podria atravesar la membrana externa pero no la membrana citoplasmatica (Nikaido, H.
1994; Lee, Y. y Choi, S. 2019). En contraste, en bacterias Gram positivas, la lipofilia
adquiere mayor relevancia al determinar la capacidad de la molécula para atravesar la
bicapa lipidica de su membrana citoplasmatica. No obstante, la polaridad, carga y tamafio

de la molécula sigue influyendo en ambos tipos bacterianos (Lambert, P. 2002).

Es importante destacar que debe existir un balance dptimo entre hidrofilia y lipofilia en
ambos casos para que las moléculas no queden atrapadas en las porinas o en las
membrana citoplasmadtica y puedan alcanzar el espacio intracelular en concentraciones

inhibitorias (Lee, Y. y Choi, S. 2019).

Por otro lado, en E. coli (Elkins, C. y Nikaido, H. 2002), S. aureus (Price, C. et al., 2002)
y B. subtilis (Steinfels, E. et al., 2004) se ha identificado la presencia de BE que son

proteinas de membrana codificadas naturalmente en sus cromosomas, capaces de
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transportar hacia el exterior a una velocidad elevada una amplia variedad de compuestos
toxicos para la célula bacteriana, tales como metabolitos, detergentes, disolventes
orgéanicos y antibioticos (Monge, K. M. 2013), lo que significa que la concentracion
intracelular del compuesto nunca sera lo suficientemente alta como para provocar un

efecto antibacteriano.

También es posible que la conformacion estructural de la diana terapéutica propia de cada
especie no sea completamente compatible con el compuesto, lo que reduce la afinidad de
interaccion. No obstante, con base en los resultados obtenidos a partir del docking
molecular se puede apreciar que el compuesto 32 presenta afinidad moderada dentro del
sitio activo de la DNA girasa y FimH mientras que este mismo compuesto al igual que el
compuesto 30 presentan alta afinidad dentro del sitio activo de TagU. A diferencia de lo
aqui predicho, en las pruebas in vitro no se observé actividad antibacteriana. Dichos
resultados sugieren que la falta de actividad antibacteriana observable no necesariamente
implica ausencia de interaccion entre los compuestos puros y el blanco terapéutico, sino
que podria deberse a que los compuestos no estdn alcanzando concentraciones
intracelulares efectivas derivado de los mecanismos intrinsecos antes mencionados (baja
permeabilidad celular, BE) y de las propiedades fisicoquimicas de cada compuesto

(solubilidad, polaridad, lipofilia, tamafio, carga).

6.8.3 Resultados del método de difusion en agar por gota

Con base en los datos que se muestran en la Tabla 16, podemos determinar que las
fracciones (Illa, I1Ib, V, VII) del extracto metandlico de la raiz de C. morifolius mostraron
una inhibicion moderada frente a cepas certificadas de E. coli y B. subtilis en
comparacion con el antibidtico. Por otra parte, al ser inciertos los resultados frente a S.
aureus, se decidi6 hacer una segunda prueba aumentando la concentracion de los

extractos a 80, 60 y 40 mg/mL (de las fracciones Illa, I1Ib, V y VII) (Tabla 17).
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Tabla 16. Actividad antibacteriana de las fracciones/compuestos de la raiz de C.
morifolius frente a E. coli y B. subtilis expresada como didmetro del halo de inhibicion

(mm).

(-)= ausencia de inhibicion.

(+)= control positivo (estreptomicina 1.67 mg/mL).

Tabla 17. Actividad antibacteriana de las fracciones/compuestos de la raiz de C.

morifolius frente a S. aureus expresada como didmetros del halo de inhibicién (mm).

(-)= ausencia de inhibicion.

(+)= control positivo (estreptomicina 1.67 mg/mL).

Derivado de los resultados anteriores, se evidencia que la fraccidon que contiene
principalmente al compuesto 30 en sus concentraciones de 20 y 80 mg/mL
respectivamente, fue la que presentd la mayor actividad inhibitoria frente a E. coli, B.

subtilis y S. aureus (Tabla 18-20).

129



Los resultados obtenidos indican que, a diferencia de los compuestos puros, las
subfracciones si presentan actividad antibacteriana. Este comportamiento ha sido
reportado previamente en otros estudios (Bobbio, F. et al., 2002; Pereira, E. et al., 2014;
Abd, N. et al., 2015) donde se sugiere que las interacciones entre multiples compuestos
presentes en los extractos o, en este caso, en las subfracciones del extracto metanolico de
la raiz de C. morifolius podrian estar desempefiando un papel crucial en la actividad

observada.

Otros estudios sefialan que los compuestos puros pueden oxidarse y degradarse al perder
cofactores naturales presentes en el extracto que funcionan como antioxidantes (Frankel,
E. y German, B. 2001; Zhang, H. et al., 2022), contribuyen a su estabilidad y evitan su
degradacion (Bobbio, F. et al., 2002; Gafner, S. y Bergeron, C. 2005). Por otro lado,
Wagner, H. y Merzenich, G. (2009), establecen que los compuestos de un extracto
interactuan entre si para mejorar la solubilidad y, por lo tanto, mejorar la

biodisponibilidad de una o varias sustancias del mismo.

Lo anterior se relaciona particularmente con los resultados observados para el compuesto
30 el cual present6 un rendimiento del 0.1%, lo que sugiere entre otras cosas, que puede
ser un compuesto susceptible a la degradacion durante el proceso de aislamiento y
purificacion (Tsay, F. et al., 2024) frente a la exposicion prolongada al aire, luz, altas
temperaturas, pH del gel de silice, etc (Jain, D. et al., 2013). Por lo que la disminucion
de estabilidad observada para este compuesto podria explicarse por la ausencia de los
compuestos presentes en el extracto original, los cuales posiblemente contribuyen a su

estabilidad y a la conservacion de su actividad bioldgica.
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Tabla 18. Actividad antibacteriana de las fracciones/compuestos de la raiz de C.

morifolius frente a Escherichia coli.

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).

Estreptomicina (control +) 1.67 mg/mL.
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Tabla 19. Actividad antibacteriana de las fracciones/compuestos de la raiz de C.

morifolius frente a Bacillus subtilis.

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).

Estreptomicina (control +) 1.67 mg/mL.
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Tabla 20. Actividad antibacteriana de las fracciones/compuestos de la raiz de C.

morifolius frente a Staphylococcus aureus.

1, 2 y 3 indican la primera, segunda y tercera réplica del experimento (ensayo por triplicado).

Estreptomicina (control +) 1.67 mg/mL.
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6.8.4 Resultados del método de dilucion en caldo

La actividad antibacteriana de los compuestos puros (29-32) del extracto metandlico de
la raiz de C. morifolius frente a E. coli 'y S. aureus por el método de dilucion en caldo fue
nula. Por su parte, los resultados de los andlisis de actividad antibacteriana de las
fracciones/compuestos del extracto metanélico de la raiz de C. morifolius, mostraron
diferencias seguin el método utilizado. La evaluacion por el método de difusion en agar
por gota presentd inhibicidn para todos los microorganismos, en tanto que la inhibicién
por el método de dilucion en caldo fue nula. Es posible que los resultados negativos
obtenidos con el método de macrodilucion se deban a que, de acuerdo con las pruebas in
silico que se realizaron con anterioridad, los compuestos mayoritarios contenidos en cada
fraccion presentan moderada solubilidad en medios acuosos. Segin Ferndndez y
colaboradores (2012), entre menos soluble sea un compuesto, es mas dificil que alcance
la concentracidn necesaria para interactuar con las bacterias e inhibir su crecimiento. Los
resultados también podrian verse influenciados por el mecanismo de accion de los
compuestos; es decir, los compuestos podrian presentar un modo de accidon bactericida o
bacteriostatico. El primero causa la muerte celular pero sin lisis, mientras que el segundo
no causa muerte celular pero si detiene el crecimiento bacteriano. En ambos casos la
densidad oOptica se mantiene constante (Sanchez, M. A. et al., 2019) y por ende, no es

posible apreciar visualmente la capacidad inhibitoria de los extractos.

Por otro lado, de manera similar a lo planteado en la discusion de los resultados obtenidos
a partir del método de difusion en agar, los resultados derivados del método de dilucion
en caldo también pudieron verse influenciados por los mecanismos intrinsecos de las

bacterias y por las propiedades fisicoquimicas de cada compuesto.
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7. Conclusiones

= La purificacion del extracto metandlico de la raiz de C. morifolius permitio el
aislamiento y la elucidacion estructural de los compuestos que predominan en cada

fraccion utilizada para evaluar la actividad antibacteriana in vitro.

= Los compuestos 29, 31 y 32 ya habian sido aislados y reportados de la raiz de C.
morifolius, mientras que el compuesto 30 se reporta por primera vez para esta especie;
sin embargo, este ultimo ya ha sido identificado de la corteza de Croton urucurana'y

Aleurites moluccana.

= Los compuestos 29, 31 y 32 exhibieron propiedades fisicoquimicas compatibles con
un buen perfil farmacocinético para su administracion oral, sin embargo, el
compuesto 30 resultd ser demasiado lipofilico e insoluble para esta via de
administracion. En el perfil ADMET, los cuatro compuestos resultaron ser eficaces y
viables durante su paso por el organismo, no obstante, el compuesto 29 resulté con
riesgo de causar hepatotoxicidad. Por otra parte, los cuatro compuestos mostraron
potencial antibacteriano moderado a limitado, a excepcion del compuesto 30 que

presento una alta probabilidad de actuar como un antibidtico segiin Pass online.

= El acoplamiento molecular entre los compuestos 29-32 y proteinas/enzimas
relacionadas con la supervivencia y virulencia bacteriana, evidenci6 que el
compuesto 32 presentd la pose de uniéon mas eficiente dentro del sitio activo de la
enzima DNA girasa y FimH; no obstante, estos valores se mantienen dentro de un
rango correspondiente a una afinidad moderada, ademas, este compuesto, al igual que

el compuesto 30 exhibieron valores de acoplamiento prometedores frente a TagU.

= Los resultados de los ensayos in vitro presentaron diferencias en relacién con los
métodos utilizados (difusién en agar por disco, pozo, gota y macrodilucion). El

método de difusion en agar por disco y pozo no presentd actividad inhibitoria por
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parte de los compuestos puros (29-32) frente a Escherichia coli y Staphylococcus
aureus; mientras que por el método de difusion en agar por gota, todas las
subfracciones enriquecidas de los compuestos en sus diferentes concentraciones
presentaron actividad inhibitoria frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli'y

Bacillus subtilis, y por el contrario, en macrodilucion la actividad también fue nula.
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