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H. pylori: Helicobacter pylori.

P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
C. trachomatis: Chlamydia trachomatis
TET: Tetraciclina.

LEV: Levofloxacino.

MTZ: Metronidazol.

IBP: Inhibidor de la bomba de protones.
VON: Vonoprazan.

BIS: Subcitrato de Bismuto Coloidal.
AMO: Amoxicilina.

CLA: Claritromicina.

AINEs: Antiinflamatorio no esteroideo.
MALT: Tejido linfoide asociado a la mucosa.
PBP: Proteinas fijadoras de penicilina
UGE: Union gastroesofagica

SG: Supervivencia global.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

SBDD: Disefo de farmacos basado en la estructura.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue el disefio in silico de antibidticos piperidonicos contra
Helicobacter pylori (H. pylori), la cual es la principal causante para el desarrollo del cancer
estomacal alrededor del mundo. Actualmente no existe ningin medicamento que sea
utilizado exclusivamente para tratar a H. pylori, ya que la linea de tratamiento se basa
primordialmente en cuan resistente es la cepa de la bacteria a los farmacos prescritos, por lo
que segun sea el caso se tendra un manejo distinto para tratar la enfermedad. Por lo anterior
mencionado es que se propuso el disefio de nuevos candidatos para tratar a esta bacteria
mediante el uso de herramientas bioinformaticas, a su vez se realiz6 una comparacion de su
actividad antimicrobiana con respecto a los antibioticos que se ofrecen en el mercado. Para
realizar lo anterior se realizd una preparacion de los ligandos, asi como de las proteinas
asociadas al acoplamiento de penicilinas 3 (PBP3, por sus siglas en ingles) de las bacterias
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) y de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa),
adicionalmente, se realizé la preparacion de un fragmento ribosomal de la subunidad 30S.
Una vez terminada la preparacion de los ligandos y las proteinas se corrid el docking
molecular en la plataforma Glide. Finalmente, al obtener los resultados se les realizé un
analisis estadistico el cual consistio en un estudio de normalidad. Los resultados de los
candidatos fueron comparados con los farmacos comerciales, observandose un valor
antimicrobiano superior en una considerable cantidad de los candidatos. Asimismo, se realiz6
una triple comparacion para conocer que candidatos mantenian su capacidad antimicrobiana
sin importar en que proteina fuera empleada, obteniendo de la misma solo a 3 moléculas, a
las cuales se les podria considerar como las versatiles. Si bien los resultados obtenidos
resultan prometedores para el desarrollo de futuros antibidticos es necesario seguir
investigando y transferirlo a un estudio in vitro, con el cual se pueda conocer méas acerca de
los efectos y el mecanismo que presentan los candidatos al someterlos a pruebas con
bacterias.



1.0 Antecedentes

En 1983, Barry Marshall y Robin Warren identificaron en un cultivo de mucosa gastrica un
microorganismo que, debido a su semejanza con el género Campylobacter, lo nombraron
como Campylobacter pylordis, posteriormente se le llam6 Campylobacter pylori [1,2]. En
1989, Godwin y colaborades observaron que este microorganismo presentaba caracteristicas
diferentes al género Campylobacter, por lo que consideraron que constituia un nuevo género
nombrandolo con el término de Helicobacter, denominando a la nueva bacteria con el
nombre de Helicobacter pylori (H. pylori) [3]. H. pylori es un bacilo gramnegativo, espirilado
o con forma de S, es microaerofilico, mide aproximadamente de 2.5 a 4 micras de largo por
0.5 a 1.0 micras de ancho y presenta de 2 a 6 flagelos lofétricos (Fig.1) [4].

wy' .

Figura 1. Micrografia electrénica de transmision. H. pylori aislado a partir de una biopsia
de antro gastrico de un paciente con gastritis cronica

Crece a temperaturas de 37 °C y con atmosferas parciales de CO., su incubacién requiere 72-
96 h en primoaislamiento y de 48-72 en subcultivos [5]. Una caracteristica especifica de H.
pylori es su capacidad para resistir las condiciones acidas extremas del estomago. Para iniciar
la colonizacién del estomago, H. pylori neutraliza las condiciones &cidas, se mueve hacia el
epitelio gastrico del huésped y se une a los receptores de la célula huésped (Fig. 2) [6]. Se ha
demostrado que el regulador de absorcion ferrico Fur, que regula la homeostasis del hierro,
la aclimatacion &cida y la respuesta oxidativa, son importantes para la colonizacién de H.

pylori [7].

Una vez que H. pylori se une a los receptores de la célula huésped, libera proteinas efectoras
y toxinas, incluido el gen A asociado a la citotoxina (cagA) y la citotoxina A vacuolante
(vacA) [6]. El gen cagA prevalece en areas de alta incidencia de cancer gastrico y la presencia
de cagA se asocia con un mayor riesgo de cancer gastrico [8,9]. Una vez que la proteina
CagA translocada se inyecta en el citoplasma de la célula huésped, puede alterar la
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sefializacion de la célula huésped tanto de manera dependiente de la fosforilacion como
independiente de la fosforilacion. VacA puede alterar el equilibrio de la proliferacion y
muerte celular al afectar los genes del ciclo celular, puede inducir respuestas inflamatorias
agudas a través de la liberacion de IL-8 de la célula huésped y puede inducir la liberacion de
citocromo C, estrés del reticulo endopladsmico y apoptosis [6].

Virulence factors

pH 1-3

Mucus pH gradient ﬂf; ——= Flagella

-  Urcase

Adhesins

| pH 5-7 h__ " Toxins

Epithelium T T =

Figura 2. Colonizacién por H. pylori. La bacteria ingresa al estomago y la actividad de la
ureasa reduce la acidez del ambiente local. La motilidad mediada por flagelos de H. pylori
facilita su movimiento hacia la mucosa inferior y entra en el epitelio con la ayuda de varias
adhesinas, incluidas babA y sabA. Una vez que el epitelio se coloniza con éxito, H. pylori

libera toxinas que incluyen cagA y vacA.

La colonizacion del epitelio gastrico por H. pylori depende de su capacidad para nadar en el
moco Yy su preferencia por los sitios de lesion del estbmago, un tropismo que depende de la
quimiotaxis [10]. Utilizando un modelo de organoides gastricos murinos (gastroides) en el
que el dafio unicelular podia introducirse por fotodafio y la reparacion posterior ser
monitoreada, se demostrd que H. pylori se acumula rapidamente en el sitio del dafio por
medio de un mecanismo dependiente de la polimerizacion de actina y que limita localmente
la reparacién [11]. La adhesina de union al antigeno del grupo sanguineo (BabA) se une al
antigeno del grupo sanguineo Lewis b (Leb) o la adhesion de unidn al &cido sialico (SabA)
como el modo principal de adhesion de H. pylori al epitelio gastrico humano [12]. EI genoma
de H. pylori es altamente plastico, por lo cual se cree que la plasticidad y las altas tasas de
recombinacion intraespecifica mejoran la capacidad de H. pylori para colonizar el estbmago
[13].

H. pylori generalmente se adquiere en la infancia por transmision fecal-oral u oral-oral [14].
Existe evidencia considerable de que H. pylori es una bacteria antigua que colonizé a los
humanos hace al menos 100.000 afios [15,16]. Por lo tanto, se puede utilizar para rastrear la

2



migracion humana como una bacteria comensal y, al igual que los agentes infecciosos como
Mycobacterium tuberculosis y el virus del papiloma humano, H. pylori presumiblemente ha
coevolucionado con los humanos [17,18]. H. pylori se considera un miembro dominante de
la microbiota géstrica humana [19].

1.1 Prevalencia de la infeccion por H. pylori

En muchos paises, la incidencia de la infeccion por H. pylori ha ido disminuyendo en
asociacion con mejores niveles de vida [20,21]. Sin embargo, la prevalencia de esta bacteria
sigue siendo ubicua, especialmente en el Extremo Oriente [20]. En la mayoria de las regiones,
el principal mecanismo de propagacion es la transmision intrafamiliar [22]. La prevalencia
sigue siendo alta en la mayoria de los paises en desarrollo y generalmente esta relacionada
con el nivel socioeconémico y los niveles de higiene [23]. Segun uno de los metaanalisis mas
recientes, la prevalencia més alta de H. pylori se encontré en Africa (79,1%), América Latina
y el Caribe (63,4%) y Asia (54,7%), y la prevalencia mas baja en América del Norte (37,1%)
y Oceania (24,4%) [23]. El segundo metaandlisis sugirid una prevalencia mas baja, que
informo una prevalencia global general de H. pylori del 44,3%, que oscila entre el 50,8% en
los paises en desarrollo y el 34,7% en los paises desarrollados; la prevalencia de H. pylori
fue similar entre hombres (46,3%) y mujeres (42,7%) [24].

Se realizo otra revision sistematica abordando la prevalencia de H. pylori en paises europeos.
Se incluyeron un total de 52 estudios de 19 paises publicados hasta octubre de 2015. La
prevalencia mas baja de H. pylori se informd en el norte de Europa, mientras que la mas alta
se registrd en el este y el sur de Europa con hasta un 84% en Portugal y Polonia. Con el
tiempo, se encontr6 una disminucion en la prevalencia de la infeccion por H. pylori en un 19
-28% durante el periodo de 10 a 21 afios [25].

Haciendo un enfoque por regiones, un amplio estudio multicéntrico en la Republica Checa
[26] demostro la disminucidn de la prevalencia de H. pylori del 41,7 % en 2001 al 23,5 % en
2011, sin cambios significativos en la prevalencia de dispepsia no investigada; los autores
consideraron que esto era un argumento indirecto en contra de cualquier papel causal de H.
pylori en la dispepsia no investigada. Se encontré una prevalencia de H. pylori del 49,8%
entre los pacientes dispépticos en Espafa [27].

Se informo seropositividad para Helicobacter pylori en el 28,9 % de los donantes de sangre
alemanes de Magdeburg (44,4 % de positividad para CagA entre los positivos para H. pylori)
[28] y en el 35,8 % de los pacientes dispépticos en Polonia, lo que marca una disminucion
sustancial con respecto al ~75 % existente 10 afios antes [29].

En Dinamarca, un estudio de cohorte basado en la poblacién inscribi6 a 3365 sujetos sanos
en 1982-1983 para evaluar los posibles factores de riesgo de UGlceras pépticas incidentales.
En general, el 42,9 % estaban en el limite o eran positivos para anticuerpos 1gG contra H.
pylori [30].



Salehi et al. [31] informaron los resultados de un estudio transversal en el noreste de Iran
realizado entre 2010 y 2015, en el que participaron 11 596 participantes. La positividad de
anticuerpos 1gG contra H. pylori fue del 72,8 %; no se observd ningin cambio en la
seroprevalencia durante el periodo de estudio. En el mismo pais, Dabiri et al [32] estudiaron
la prevalencia del genotipo H. pylori en 160 pacientes dispépticos H. pylori positivos; Los
genes vacA, cagA, cagE, oipA, iceAl, babA2 y babB fueron positivos en el 100 %, 69 %, 51
%, 55 %, 26 %, 78 % y 28 % de 160 cepas, respectivamente. La presencia de babB y iceAl
se correlaciond significativamente con un mayor riesgo de desarrollo de cancer gastrico
(CG). Un informe de Afganistan indico una positividad de H. pylori del 75,7 % en una
poblacion de pacientes dispépticos [33].

Varios estudios se originaron en Africa. La prevalencia de H. pylori en pacientes dispépticos
en el noroeste de Etiopia fue del 43 % en hombres y del 32 % en mujeres, [34] y mayor en
Ghana: 71,1 % [35]. En esta ultima poblacion de estudio, vacAs1 estuvo presente en 69,2 %,
vacAml en 44,7 %, vacAm2 en 22,0 % y cagA en 74,8 %; pero se encontré vacAsl/cagA+
en el 72,6 % de los individuos positivos para H. pylori [35].

Se notificd una prevalencia potencialmente decreciente entre los pacientes argelinos; el
informe reciente indico una prevalencia del 57%, mientras que en la década de 1980 era > 80
%. Entre las 42 cepas bacterianas aisladas de 38 pacientes, la proporcion de haplotipos fue:
33 hpEuropa y nueve hpNEAfrica [36].

Finalmente, Smith et al. [37] publicaron una revision extensa de la epidemiologia, los
haplotipos, el manejo y la resistencia de H. pylori en Africa publicados entre 1965 y 2017.
En muchos paises africanos, la prevalencia entre individuos sanos supera el 50 %, mientras
qgue en pacientes dispépticos la prevalencia es del 90%. Los estudios de varios paises
identificaron la correlacion entre el nivel socioeconémico bajo y la prevalencia de H. pylori;
sin embargo, tal correlacion no se ha encontrado en Zambia. La pobreza devastadora en
muchas partes del continente no permitio eliminar los factores de riesgo para la infeccion por
H. pylori, que también incluye précticas conductuales, como la premasticacion de los
alimentos. Los autores concluyeron que, aunque la incidencia de cancer gastrico no es alta
en Africa, la infeccion por H. pylori es un desafio importante para la salud ptblica. No se
dispone de datos de prevalencia de todos los paises del continente.

Respecto a Asia, un metaanalisis que involucrd a 170 752 habitantes japoneses mostré que
la prevalencia de H. pylori disminuyd constantemente en los nacidos entre 1948 y 2003, con
una prevalencia prevista de infeccion del 60,9 % en los nacidos en 1910 y del 6,6 % en los
nacidos en 2000. En personas nacidas después de 1998, la prevalencia de H. pylori fue
inferior al 10% [38]. Un estudio realizado en un hospital en el suroeste de China que investigd
la infeccion por H. pylori en 10 912 sujetos mediante la prueba del aliento con urea (UBT)
inform6 una prevalencia del 34,4%, [39] mientras que un estudio prospectivo multicéntrico
a nivel nacional que inscribi6 a 4734 adultos coreanos asintomaticos en siete areas
geograficas [40] mostrd una seropositividad en el 51,0 % de los casos. Se encontr6 una
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prevalencia mas alta de H. pylori (80,0 %) entre los pacientes dispépticos de Mongolia [41].
Se encontraron tasas de positividad de babA mas altas en paises con alto riesgo de CG, Butan
y Myanmar (91,8 % y 90,7 %, respectivamente), en comparacion con Nepal y Bangladesh
[42]. Otros estudios abordaron la prevalencia de genotipos de H. pylori en Nepal[43],
Tailandia[44], India [45] y Vietnam[46]. En Tailandia, el tipo cagA de Asia oriental fue el
genotipo predominante entre las cepas de Hmong, Chinos-tailandeses y Tialandeses (96,0 %,
85,7% y 62,7%, respectivamente), mientras que los Kayin tenian cagA mayoritariamente de
tipo occidental (73,3%). En Vietnam, la positividad de cagA fue del 99,4 %, y de ellos, el
57,1 % eran del tipo de Asia oriental [46].

Huerta-Franco et al. [47] realizaron un estudio transversal, basado en la base de datos Center
Health Facts en los Estados Unidos y con el objetivo de abordar las diferencias
raciales/étnicas en los sintomas gastrointestinales y las enfermedades asociadas con la
infeccion por H. pylori. El andlisis abarco el periodo de tiempo de 2000 a 2015, incluidos 11
130 663 pacientes, entre los cuales 152 086 fueron positivos para H. pylori. La prevalencia
mas alta de la infeccion se encontrd en las poblaciones hispanas y nativas americanas/de
Alaska. Los negros y los asiaticos del Pacifico/islefios presentaron el mayor riesgo relativo
de dispepsia, Ulcera péptica y gastritis atrofica asociada con la bacteria. Entre los coreano-
estadounidenses, se encontrd que la prevalencia de H. pylori era del 25,3 % [48].

Otro estudio de prevalencia de H. pylori se informo en Alaska[49]. En total, 710 participantes
de seis comunidades y una ciudad urbana para representar cuatro regiones geogréaficas en
Alaska fueron reclutados a partir de 1996 a 1997. La prevalencia de la infeccion fue de 68%-
69% (dependiendo de la prueba utilizada). Los factores asociados con la positividad de H.
pylori fueron: estatus racial nativo de Alaska, edad > 20 afios, region rural de residencia,
vivir en una casa abarrotada y beber agua que no estaba entubada ni entregada [49].

Un par de estudios abordaron la epidemiologia de H. pylori en poblaciones hispanas. En
Texas, se informd una seropositividad general del 20 % en los hombres segun las muestras
del biorrepositorio recolectadas para estudiar el cancer de prostata. Los participantes de
origen hispano tuvieron una prevalencia significativamente mayor [50].

En el estado de Guerrero de México (suroeste del pais), la prevalencia de H. pylori entre las
referencias de endoscopia fue de 30.5% [51]. Un total del 80% de las cepas fueron vacA
silml, y los genes cagA y babA2 se detectaron en el 74% vy el 32% de las cepas,
respectivamente. Los genotipos mas frecuentes fueron vacA slml/cagA(+)/ babA2(—) y
vacA slml/cagA(+)/babA2(+), con una prevalencia del 40 % (20/50) y 28 % (14/50),
respectivamente.

Un estudio poblacional transversal basado en un biorrepositorio (528 muestras) de Puerto
Rico informé una prevalencia del 33% de H. pylori en esta poblacion [52]; curiosamente, la
infeccion fue menos comun entre los sujetos que nunca se casaron. Otro estudio transversal



en Bolivia (263 voluntarios asintomaticos) encontré un 59% de sujetos infectados por H.
pylori [53].

Se descubrié que los refugiados recién llegados a Australia tenian una prevalencia de H.
pylori casi 1,5 veces mayor que la poblacién australiana [54]. Sin embargo, en cifras
absolutas, la prevalencia de la infeccion (21,5%) es generalmente mas baja que en la mayoria
de los casos informados sobre poblaciones migratorias en otras partes del mundo [55].

1.2 Tratamientos actuales

No hay medicamentos exclusivos para erradicar H. pylori [56]. Como tratamiento de primera
linea de la infeccion se recomienda, segun la IV Conferencia espafiola de consenso sobre el
tratamiento de la infeccion por H. pylori, una pauta cuadruple concomitante sin bismuto (IBP,
claritromicina, amoxicilina y metronidazol). La eleccion del tratamiento de primera linea
para la infeccion por H. pylori dependera primordialmente de la tasa de resistencia de esta
bacteria a los antibidticos prescritos. No se recomienda la terapia triple clésica (IBP,
claritromicina y amoxicilina) cuando la tasa de resistencia a la erradicacion es
inaceptablemente baja [57].

Otros factores que influyen sobre la eficacia del tratamiento son el cumplimiento por parte
del paciente y su historial previo de consumo de antibidticos, que podria condicionar la
eleccion de la primera opcion terapéutica [58].

La terapia cuadruple con bismuto (IBP, bismuto, tetraciclina y metronidazol) podria ser una
alternativa vélida al tratamiento cuadruple sin bismuto, dado que estd constituida por
farmacos, como el bismuto y tetraciclina frente a los que el H.pylori por si solo, es resistente
[59].

Un ensayo multicéntrico europeo demostrd buenos resultados con Pylera® (una capsula que
contiene bismuto, tetraciclina y metronidazol) administrado durante 10 dias, alcanzando una
eficacia (confirmada mediante una Unica prueba del aliento) del 90% (significativamente
superior a la de la terapia triple) [60].

Existen no obstante algunas limitaciones e incdgnitas con relacion a esta nueva formulacion
galénica (Pylera ®) como son:

e Esta disponible en un formato Gnico de 10 dias, cuando podria ser que la duracion de
14 dias incrementara su eficacia frente a cepas de H. pylori resistentes a metronidazol.

e Incluye dosis relativamente bajas de tetraciclina (1.5 g/dia cuando en el esquema
clasico es de 2 g/dia).

e Escasa experiencia y evidencia cientifica de esta nueva formulacion terapéutica en el
tratamiento de la infeccion.



e Aunque Pylera® mejorara probablemente el cumplimiento terapéutico, se desconoce
si influird en la aparicion de efectos adversos [61].

1.2.1 Tratamientos de rescate

Aproximadamente un 20% del tratamiento inicial falla, incluyendo como causas: bajo
cumplimiento por parte del paciente y resistencias de las cepas de H. pylori a los antibidticos
prescritos [57].

1.2.2 Segunda linea de tratamiento

Los consensos internacionales recomiendan, tras el fracaso de un primer tratamiento que
incluya CLA (triple o cuadruple concomitante (IBP, CLA, AMO, MTZ), evitar utilizar de
nuevo este antibiotico e indicar la terapia triple o preferiblemente cuadruple con LEV, (IBP,
LEV, AMO, BIS). Otra alternativa es una terapia cuadruple con Bismuto (IBP, BIS, MTZ,
TET) [57,62,63].

1.2.3 Tercera linea de tratamiento
Se recomienda:

e No utilizar ni LEV, ni CLA, si se han utilizado en tratamientos previos, las cepas que
sobreviven habran adquirido resistencia a estos antibioticos y el tratamiento de
rescate no seria eficaz. En cambio, se puede utilizar MTZ, ya que se ha observado
gue un porcentaje alto de pacientes con resistencia in vitro curan la infeccién, siempre
que se administren tratamientos de mas de 10 dias y a altas dosis.

e En caso de que la terapia inicial fuera la cuadruple concomitante (IBP, CLA, AMO,
MTZ) y la segunda terapia cuadruple con LEV y BIS (IBP, LEV, AMO, BIS), utilizar
un tratamiento cuadruple con bismuto (IBP, BIS, MET, TET) de rescate.

e Otra opcion es volver a utilizar el BIS con AMO y TET, pero combinado con otros
antibidticos, no empleados previamente, como furazolidona [57,62].

1.2.4 Cuarta linea de tratamiento

Se recomienda persistir en el tratamiento de la infeccion s6lo en pacientes con indicacion
muy clara como: Ulceras, especialmente con hemorragia o linfoma MALT. Se debe evaluar
cuidadosamente tanto la adherencia a tratamientos previos como la adherencia esperada a un
nuevo tratamiento. La pauta recomendada incluye rifabutina (IBP, AMO vy rifabutina) con un
estricto control y seguimiento del paciente por mielotoxicidad que puede producir este
medicamento, expresada por una leucopenia transitoria [64].



1.2.5 Uso de probidticos

No se ha evaluado la utilidad de los probioticos como coadyuvantes de las terapias cuadruple.
La adicion de un quinto farmaco, al tratamiento complica la posologia, favorece a la
adherencia bacteriana ademas de un aumento en el costo del tratamiento. Por tanto, no se
recomienda su utilizacion rutinaria en la practica clinica [57].

1.2.6 Alérgicos a la penicilina

En estas situaciones es preferible utilizar como primera linea la terapia cuadruple con bismuto
(IBP, BIS, MTZ, TET). La triple terapia IBP, claritromicina y metronidazol debe restringirse
a zonas en las que se evidencien tasas de erradicacion superiores al 85%.

La terapia cuddruple con bismuto alcanza mejores resultados que la terapia triple con CLA
(IBP, CLA, MT2Z), con valores similares en la adherencia al tratamiento y en la incidencia
de efectos adversos. Tras el fracaso de un tratamiento cuddruple con bismuto, se propone la
terapia triple con LEV (IBP, LEV y CLA). Tras dos fracasos terapéuticos, se recomienda
remitir a otro nivel asistencial para realizar cultivo con antibiograma y establecer un
tratamiento guiado [63].

1.2.7 Tratamientos del H. pylori en nifios

La erradicacion de H. pylori se recomienda en presencia de Ulcera péptica 0 anemia
ferropénica inexplicada que no responde al tratamiento. Se puede considerar en nifios con
sintomas dispépticos cuando la infeccidn por H.pylori se detecta a partir de una biopsia 'y en
nifios infectados con algun familiar de primer grado con cancer gastrico [65,66].

No se debe utilizar tetraciclina en menores de 8 afios pues puede provocardecoloracion de la
denticién. Si no hay resistencia a la claritromicina, se puede utilizar la pauta triple clasica
(IBP, CLA, AMO). En caso de resistencia a claritromicina, se han propuesto los siguientes
esquemas:

e |IBP+amoxicilina+metronidazol durante 10-14 dias.
e Sales de bismuto + amoxicilina + metronidazol durante 10-14 dias.

La terapia cuadruple concomitante con IBP, claritromicina, amoxicilina y metronidazol
durante 14 dias no estd validada en pediatria por el momento. En los casos de fracaso
terapéutico, las alternativas son modificar los antibidticos, realizar antibiograma, si no se ha
hecho previamente, intensificar las dosis 0 usar bismuto si no se ha usado previamente [66].



1.2.8 Ulcera duodenal

En los pacientes con Ulcera duodenal no complicada que no requieren antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) y/o aspirina no se recomienda mantener el tratamiento antisecretor tras
haber finalizado el tratamiento erradicador de H. pylori. No obstante, en el caso de la Glcera
duodenal complicada (hemorragia digestiva, perforacion) es prudente administrar
antisecretores hasta confirmar la erradicacion del H. pylori [57].

1.2.9 Ulcera géstrica

En los pacientes con Ulcera géastrica que no requieren AINE y/o aspirina se recomienda
mantener el tratamiento antisecretor durante 4 a 8 semanas tras haber finalizado el
tratamiento erradicador del H. pylori, especialmente si es mayor de 1 cm. Finalmente tras
completar el tratamiento erradicador y continuar con IBP posterior, se debe realizar una
revision endoscopica para confirmar la cicatrizacion ulcerosa [57,67].

1.2.10 Hemorragia digestiva alta por Ulcera péptica

En los pacientes con hemorragia digestiva por Ulcera péptica, la erradicacion de H. pylori
elimina practicamente la totalidad de recidiva. Una vez confirmada la erradicacion y en
ausencia de ingestion de AINEs, se recomienda no administrar tratamiento de mantenimiento
con antisecretores [68].

1.3 Posibles dianas de H. pylori

Se han propuesto principalmente dos dianas para combatir a H. pylori. La primera opcién es
atacando a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP, por sus siglas en ingles), evitando de
este modo la biosintesis de peptidoglucano. La segunda opcién es la unién del farmaco al
ribosoma 30S bacteriano inhibiendo de este modo la sintesis bacteriana.

1.3.1PBP

Las PBP son serina aciltransferasas que tienen actividad transpeptidasa, transglucosilasa y
carboxipeptidasa, por lo que pueden entrelazar los componentes del peptidoglucano[69].
Ademas de catalizar la formacion de peptidoglicano entrecruzado, también es el objetivo de
los antibioticos betalactamicos. Los B-lactamicos bloquean estas enzimas porque el anillo j3-
lactdmico tiene una estructura espacial similar a la del residuo acil-D-alanin-D-alanina de las
cadenas del peptidoglicano, que es el sustrato natural de las PBP [70]. Al unirse a la hendidura
catalitica de la PBP, los betalactamicos se asocian covalentemente con la serina del sitio
activo; la acil-enzima resultante solo se puede hidrolizar a una velocidad muy lenta, lo que
reduce la cantidad de entrecruzamiento de peptidoglicano [71]. Las B-lactamasas, sin



embargo, son capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico con tasas de recambio
extremadamente altas [72].

Una vez que una PBP es acilada por un antibiotico B-lactdmico, no puede catalizar la
hidrolisis del intermedio covalente de acil-enzima y se inactiva; la transpeptidacion de
peptidoglucano no puede ocurrir y la pared celular se debilita. Aunque este hecho ha sido el
baluarte de la accion de los antibidticos B-lactdmicos durante décadas, la aparicion de cepas
resistentes a los medicamentos ha demostrado ser un problema mundial. Algunos patégenos
gran(-) evaden la accion de los betalactamicos excretando B-lactamasas en el periplasma [71].
También se observan con frecuencia mutaciones o transferencias de genes en mosaico con
bacterias naturalmente competentes. Por ejemplo, alteraciones en PBP-la confieren
resistencia a antibioticos B-lactdmicos en Helicobacter pylori [73].

1.3.2 Subunidad 30S

EI mRNA se une con la subunidad 30S del RNA ribosémico bacteriano. El sitio P (peptidilo)
de la subunidad de RNA ribosomica 50S contiene la cadena polipeptidica naciente; en
condiciones normales, el aminoacil tRNA cargado con el siguiente aminoacido que se agrega
se mueve al sitio A (aceptor), con emparejamiento de bases complementarias entre la
secuencia de anticodon de tRNA y la secuencia de codon del mRNA. Las tetraciclinas se
unen con la subunidad 30S, bloquean la union de tRNA con el sitio Ay, por tanto, inhiben
la sintesis de proteinas (Figura 3) [74].

Sitio P Sitio A

_,,A\\
Aminoacil

Cadena @
polipeptidica ( ) [} tRNA
naciente . ()
0 ) —— Sitio
. transferasa
' ____—Tetraciclina
Plantilla
mRNA

Figura 3. Inhibicion de la sintesis proteinica bacteriana por las tetraciclinas
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1.4 Cancer de estbmago

El cancer de estomago ocupa el segundo lugar de todos los tumores malignos en el mundo y
el quinto en Europa. En Occidente, ha disminuido la incidencia de cancer de estomago distal,
pero ha aumentado la del proximal y de la union gastroesofagica (UGE) y la supervivencia
global (SG) a los 5 afios ha pasado a ser del 22% [75].

El tratamiento fundamental es la intervencion quirdrgica, pero incluso en los pacientes
sometidos a una cirugia optima, la enfermedad recurre en un 80% de los casos. La
quimioterapia en la enfermedad avanzada consigue respuestas en torno al 40-50% que se
traduce en un aumento de la supervivencia con una mejoria de la calidad de vida de los
pacientes [76].

El cancer de estdmago es el quinto tumor més frecuente a nivel mundial, con casi un millén
de nuevos casos al afio. Constituye la tercera causa de muerte por cancer en ambos sexos en
todo el mundo. No obstante, existen diferencias significativas de distribucién, tanto por
regiones como por género. Dos terceras partes de los casos ocurren en Asia, siendo mas baja
la incidencia en Ameérica del Norte y Europa. En cuanto al sexo, es mas frecuente en hombres
que en mujeres, 2:1. Esta variabilidad esta relacionada con los diferentes factores de riesgo
implicados en la patogenia del cancer de estdmago y su distribucion asimétrica: la gastritis
cronica por H. pylori, otras gastritis cronicas, el tabaco, una dieta rica en sal y grasas y baja
en fibra, la obesidad y un nivel socioeconémico bajo. Sin embargo, ha habido un descenso
de la incidencia desde los afios setenta, relacionado con el control de algunos factores de
riesgo, como las terapias de erradicacion de H. pylori, asi como la mejora en el diagndstico
y tratamiento [77].

Dentro de los factores de riesgo se consideran los siguientes:
e Lesiones premalignas

Como la gastritis cronica (por H. pylori, anemia perniciosa, gastritis cronica atrofica,
metaplasia intestinal) que se han relacionado, sobre todo, con tumores de subtipo intestinal.
Estudios epidemioldgicos y distintos metaanalisis muestran una fuerte correlacion entre la
serologia positiva para H. pylori y la incidencia de cancer de estomago [78,79].

e Factores medioambientales

Como el tabaco, una dieta rica en sal y grasas y baja en fibra, el consumo de compuestos
nitrogenados, la obesidad y un nivel socioeconomico bajo se han asociado a cancer de
estobmago. Uno de los factores que merecen una mencion especial es la dieta. Se ha
relacionado la mayor incidencia de cancer de estdmago en Japdn en aparente asociacion con
el consumo de pescado. Otros ejemplos de esta asociacion son Chile, Noruega y Espafia [80].
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e Presencia de Ulceras gastricas o cirugias previas

También favorecen el desarrollo tumoral.

e Enfermedad por reflujo gastroesofégico y es6fago de Barrett (RGE)

El RGE cronico favorece la aparicion de mucosa géastrica, por mecanismos reparativos
frecuentes, que da lugar a la displasia posterior.

e Sindromes hereditarios

Sindrome de Lynch, poliposis adenomatosa familiar y céncer gastrico difuso hereditario,
todos relacionados con cancer de estomago familiar [76].

El cancer de estomago con entidad hereditaria

El cuadro hereditario mas frecuente en el que esta implicado el cancer de estdmago es el
cancer gastrico difuso hereditario. Es una entidad que asocia en la misma familia casos de
CG de subtipo difuso con alta invasividad y mal pronéstico. Son tipicamente casos en los
que el diagnostico se realiza de un modo tardio (enfermedad avanzada) y en una edad
temprana.

Aproximadamente un 30-50% de los pacientes que cumplen los criterios clinicos presentan
mutaciones en el gen CDHL1, responsable de la adhesion celular.

Se hereda de una forma autosomica dominante e implica la pérdida de funcion de la E-
cadherina, molécula implicada en las uniones intercelulares y la migracion celular. Los
pacientes portadores de esta mutacion tienen un riesgo acumulado de presentar CG en algun
momento de su vida entre el 40-67% en varones y el 60-83% en mujeres. La mediana de edad
de desarrollo de tumor esté en torno a los 38 afios [81,82].

La infeccion por H. pylori es el factor de riesgo mejor descrito para el cancer gastrico no
perteneciente a los cardias. La infeccion cronica de la mucosa gastrica conduce a una
progresion escalonada de gastritis atréfica y metaplasia intestinal [83]. La mayoria de la
poblacion infectada por H. pylori permanece asintomatica. El cancer de estomago debido a
la infeccion por H. pylori se relaciona con la virulencia bacteriana, el polimorfismo genético
de los huéspedes y los factores ambientales. La mayoria de las cepas de H. pylori poseen una
isla de patogenicidad del gen A asociado a la citotoxina (CagA), que codifica una proteina
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CagA de 120-140 kDa, una oncoproteina que afecta la expresion de las proteinas de
sefializacion celular [84,85]. El tratamiento de H. pylori puede reducir el riesgo de
transformacion al cancer gastrico, pero la magnitud de la reduccion del riesgo depende del
grado de dafio preexistente en el momento de la erradicacion. De acuerdo con las
recomendaciones actuales, la erradicacion de H. pylori debe realizarse en las siguientes
poblaciones de riesgo: pangastritis y gastritis con predominio de cuerpo, familiares de primer
grado de pacientes con cancer y neoplasia gastricos previos[62,86-88]. Factores de riesgo
mas alla de H. pylori para no cardias gastrico son edad avanzada, nivel socioeconémico bajo,
tabaguismo, consumo de alcohol, predisposicion familiar, cirugia gastrica previa, anemia
perniciosa y vivir en una poblacion de alto riesgo[89-91]. La ingesta de alimentos salados
podria aumentar el riesgo de infeccion por H. pylori y también podria actuar sinérgicamente
para promover el desarrollo de cancer gastrico. Por lo tanto, la modificacion de la dieta que
implique una menor ingesta de sal y alimentos salados es una posible estrategia para prevenir
el cancer gastrico. El riesgo de cancer gastrico podria disminuir con un alto consumo de
frutas y verduras [92].

1.4.1 Sintomas y diagndstico

Los sintomas mas comunes asociados con el cancer gastrico son indigestion (dispepsia),
anorexia (falta de apetito) o saciedad temprana, pérdida de peso y dolor abdominal. Puede
ocurrir disfagia o regurgitacion en canceres gastricos proximales o canceres ubicados en la
unién gastroesofagica. La anemia puede estar presente en los canceres sangrantes. Si los
sintomas estan presentes en el momento del diagnostico, la enfermedad suele ser avanzada e
incurable. EI cancer gastrico se diagnostica mediante examen endoscépico durante el cual se
determina la localizacion del tumor dentro del estbmago y su tipo macroscopico y se toman
biopsias para confirmacion histoldgica. La estadificacion clinica determina si el enfoque del
tratamiento serd curativo o paliativo [93].

Todos los pacientes deben clasificarse en etapas de acuerdo con la Gltima edicion de la Unién
para el Control Internacional del Cancer y el Comité Conjunto Estadounidense sobre el
Céancer y revisarse en una junta de tumores multidisciplinaria experimentada antes de
determinar una via de tratamiento [93,94].

1.5 Disefio in silico de antimicrobianos

La industria farmacéutica basada en la investigacion ha empleado cada vez mas métodos
modernos de quimica médica, incluido el modelado molecular, como herramientas poderosas
para el estudio de las relaciones estructura-actividad [95]. Ademas de los datos
farmacodinamicos (por ejemplo, potencia, afinidad, eficacia, selectividad), también se han
estudiado las propiedades farmacocinéticas (absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion
y toxicidad) mediante la aplicacion de estas metodologias [96]. EI campo ha progresado de
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la mano con los avances en los métodos espectroscopicos biomoleculares, como la
cristalografia de rayos X y la resonancia magnética nuclear (RMN), que han permitido un
progreso sorprendente en la biologia molecular y estructural. Estas técnicas han permitido la
resolucion de més de 100 000 estructuras proteicas tridimensionales, proporcionando
informacion estructural vital sobre objetivos farmacoldgicos macromoleculares clave [97].
Los esfuerzos por almacenar, organizar y explorar dicha informacién han generado una
creciente demanda de herramientas informaticas robustas y sofisticadas. Sobre la base de esta
perspectiva, la integracion precisa de los métodos in silico y experimentales ha
proporcionado una comprension actualizada de los complejos aspectos del reconocimiento
intermolecular [98].

Dentro de este contexto, los métodos de disefio de farmacos basados en la estructura (SBDD,
por sus siglas en inglés) (es decir, el uso de informacion estructural tridimensional obtenida
de objetivos bioldgicos) son un componente destacado de la quimica médica moderna [99].

1.5.1 Disefio de farmacos basado en la estructura (SBDD)

Comprender los principios por los cuales los ligandos de moléculas pequefias reconocen e
interacttian con las macromoléculas es de gran importancia en la investigacion y el desarrollo
farmacéutico[100]. El disefio de farmacos basado en la estructura (SBDD, por sus siglas en
inglés) se refiere al uso sistematico de datos estructurales (por ejemplo, objetivos
macromoleculares, también llamados receptores), que generalmente se obtienen
experimentalmente o mediante modelos de homologia computacional[101]. El propdsito es
concebir ligandos con atributos electrostaticos y estereoquimicos especificos para lograr una
alta afinidad de union al receptor. La disponibilidad de estructuras macromoleculares
tridimensionales permite una inspeccion diligente de la topologia del sitio de unién, incluida
la presencia de hendiduras, cavidades y bolsas secundarias. Las propiedades electrostaticas,
como la distribucién de carga, también se pueden examinar cuidadosamente. Los métodos
actuales de SBDD permiten el disefio de ligandos que contienen las caracteristicas necesarias
para una modulacién eficiente del receptor diana [100,101]. La modulacion selectiva de un
objetivo de farmaco validado por ligandos de alta afinidad interfiere con procesos celulares
especificos y, en ultima instancia, conduce a los efectos farmacoldgicos y terapéuticos
deseados[102].

A partir de una estructura diana conocida, se realizan estudios in silico para identificar
posibles ligandos. Estos procedimientos de modelado molecular van seguidos de la sintesis
de los compuestos mas prometedores[103]. A continuacién, se llevan a cabo evaluaciones de
propiedades bioldgicas, como potencia, afinidad y eficacia, utilizando diversas plataformas
experimentales[104]. Siempre que se identifiquen los compuestos activos, se puede resolver
la estructura tridimensional del complejo ligando-receptor. La estructura disponible permite
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la observacion de varias caracteristicas intermoleculares que respaldan el proceso de
reconocimiento molecular. Las descripciones estructurales de los complejos ligando-receptor
son utiles para la investigacion de conformaciones de union, la caracterizacion de
interacciones intermoleculares clave, la caracterizacion de sitios de union desconocidos, los
estudios de mecanismos y la elucidacion de cambios conformacionales inducidos por
ligandos[105].

Una vez que se ha determinado un complejo ligando-receptor, los datos de actividad
bioldgica se correlacionan con la informacién estructural[106]. De esta forma, el proceso
SBDD comienza de nuevo con nuevos pasos para incorporar modificaciones moleculares con
el potencial de aumentar la afinidad de nuevos ligandos por el sitio de union. La flexibilidad
del receptor diana es un aspecto esencial que debe tenerse en cuenta a lo largo de la fase de
modelado, teniendo en cuenta que puede producirse un cambio conformacional sustancial
tras la union del ligando[107].

1.5.2 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es uno de los métodos mas utilizados en SBDD debido a su
capacidad para predecir, con un grado sustancial de precision, la conformacion de ligandos
de moléculas pequefias dentro del sitio de unién objetivo apropiado[108]. Tras el desarrollo
de los primeros algoritmos en la década de 1980, el acoplamiento molecular se convirtié en
una herramienta esencial en el descubrimiento de farmacos[109]. Por ejemplo, las
investigaciones que involucran eventos moleculares cruciales, incluidos los modos de union
del ligando y las interacciones intermoleculares correspondientes que estabilizan el complejo
ligando-receptor, se pueden realizar convenientemente [110].

La identificacion de las conformaciones de unién més probables requiere dos pasos: (i)
exploracion de un gran espacio conformacional que representa varios modos de union
potenciales; (ii) prediccidn precisa de la energia de interaccion asociada con cada una de las
conformaciones de union predichas[111]. Los programas de acoplamiento molecular realizan
estas tareas a través de un proceso ciclico, en el que la conformacion del ligando se evalla
mediante funciones de puntuacién especificas. Este proceso se realiza recursivamente hasta
converger a una solucion de minima energia[110-112].
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2.0 Objetivos

Objetivo general

Disefiar in silico antibioticos piperidonicos para Helicobacter pylori causal del cancer
estomacal

Objetivos particulares
e Emplear herramientas bioinformaticas para el disefio in silico de antibiéticos.
e Estimar la capacidad antimicrobiana de los candidatos contra H. pylori

e Comparar la capacidad antimicrobiana in silico de los candidatos respecto a los
farmacos del mercado.
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3.0 Metodologia

3.1 Preparacion de Ligandos y Proteinas

Los compuestos disefiados leucocephala se minimizaron via MacroModel [113] y con
LigPrep [114] se llevaron a condiciones fisiologicas de acuerdo con la metodologia
previamente reportada [115]. Las proteinas utilizadas Fragmento Ribosomal 30S (1HNW)
[116], la proteina asociada al acoplamiento a penicilinas PBP3 de Chlamydia trachomatis
(611F) [117] y PBP3 de Pseudomonas aeruginosa (611E) [118] se prepararon a condiciones
fisioldgicas en el modulo Protein Preparation Wizard [119] de acuerdo con la metodologia
previamente reportada [115].

3.2 Docking Molecular

El estudio de docking molecular se realizé en la plataforma Glide [120] en un modelo de
precision SP, con flexibilidad en los ligandos y el sitio activo de acuerdo con la metodologia
previamente reportada [115].

3.3 Analisis estadistico

Se realiz6 un estudio de normalidad para el conjunto de datos y de acuerdo a estos 10s mismos
se analizaron por la técnica de medianas de Kruskal-Wallis para determinar diferencias
estadisticas significativas.
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Para el disefio de nuevos antibidticos contra H. pylori, planteamosel uso de la subunidad 30S
y también de PBP3, cabe sefialar queno se encuentran en la misma bacteria, ademés de que
no se ha reportado en ninguna base de datos alguna proteina cristalizada PBP3 de H. pylori
que cumpla con los requisitos para realizar el estudio. Sin embargo, las proteinas PBP3
pertenecientes a Pseudomonas aeruginosa y Chlamydia trachomatis comparten
practicamente todas las caracteristicas necesarias, ya que a nivel estructural son sumamente
similares, ademas de cumplir la misma funcién dentro de la bacteria. Asimismo, el empleo
de herramientas bioinforméaticas con estas proteinas puede brindar alternativas para el
tratamiento contra H. pylori, el cual en mdaltiples ocasiones puede resultar bastante
complicado de tratar.

4.1 PBP3 de Pseudomonas aeruginosa

Esta proteina se encarga del crecimiento y de la division celular en la bacteria[121]. Se
encontré en Pseudomonas aeruginosa y se cristalizd por medio de difraccion utilizando el
método de difusion de vapor de gota sentada [118]. Al momento de hacer los estudios de
acoplamiento molecular con los derivados planteados se encontré que estos datos no
presentan distribucién normal (Figura 5) por lo que para su estudio estadistico se selecciond
la prueba de Kruskall-Wallis.

Informe de resumen de PA

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

- A-cuadrado 6,77
Valor p <0,005
Media -4,1312
— Desv.Est. 0,7753
Varianza 0,6011
Asimetria -1,53988
~ Curtosis 3,10407
N N 198
Minimo -7,2740
Ter cuartil -4,4040
Mediana -3,9890
3er cuartil -3,6690
Maximo -2,7930
Intervalo de confianza de 95% para la media
-
675 -6,00 -5.25 -4,50 375 -3,00 -4,2399 -4,0225
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-4,0633 -3,9177
e = S Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
0,7057 0,8603

Intervalos de confianza de 95%

Media } - }

Mediana }—.—{

-42 -41 -40 -39

Figura 4. Resumen de prueba de normalidad de estudios con PBP3 de P. aeruginosa.
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4.1.1 Analisis de O vs H

La No Normalidad de los datos llevo al estudio por una prueba no paramétrica,
particularmente para el estudio es el grado de oxidacion de la piperidona, ya sea como
lactama o como amina secundaria, al comparar estos dos se observé que los derivados
oxigenados son los méas adecuados, encontrando un valor de p<0.05 (tabla 1).

Clase Mediana
H -3.809
O -4.143
Tabla 1. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis del estado de
oxidacion.

Explicar el analisis entre las piperidinas y las piperidonas conlleva a analizar las interacciones
entre estas, en la figura 6 podemos observar un representante de cada grupo donde se denota
que, el grupo carbonilo da la pauta a la formacién de puentes de hidrogeno, por lo que
incrementa la energia de acoplamiento, ademas de que al disminuir la basicidad del nitrégeno
amidico dificulta su protonacién favoreciendo la protonacién del grupo amino en la posicion
5 del anillo piperidinico manteniendo a estabilidad de esta estructura e incrementando la
energia de acoplamiento. En el caso de la piperidina, al igual que ocurre con la piperidona al
disminuir la basicidad del nitrogeno de la amina ciclica se dificulta su protonacion,
favoreciendo de esta forma la protonacion del grupo amino, dandole de esta manera
estabilidad a la estructura.
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J Metal X Hydration site (displacedy— Pi-Pi stacking

Figura 6. Interacciones 2D para la piperidona X y la piperidina Z.
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4.1.2 Andlisisen R1y R2

La segunda variable de estudio es la energia de acoplamiento con diferentes grupos
funcionales en R* (tabla 2). Estos datos sefialan que en R* es mejor utilizar propionilo, etilo
y metilo. Se presenta a metilo como la mejor opcién segln los resultados, esto puede ser
debido a que es el que causa menor impedimento esterico dentro de la molécula al tener un
menor volumen.

R? Mediana
Bn -3.7680
CH>CH.CH3 -3.7675
CH2CH3 -4.0685
CHs -4.0400
COCH2CHs3 -4.3730

Tabla 2. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de grupos
funcionales en R

Se realizd el mismo analisis no paramétrico para el caso de R? (tabla 3). Estos datos sefialan
que en este caso es mejor utilizar fenilo, metilo, bencilo e isopropilo. Al igual que pasa en R?
se presenta a metilo como la mejor opcion segun los resultados, esto puede ser debido a que
es el que causa menor impedimento estérico dentro de la molécula al tener un menor
volumen.

R2 Mediana
Bn -4.0660
CH(CHa)2 -3.9295
CH2CH2CH3 -3.7470
CHs -4.0890
Ph -3.9970

Tabla 3. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de grupos
funcionales en R2.

4.1.3 Andlisis de SR1y SR2
Al realizar la prueba estadistica para comparar los datos de Ry S (tablas 4 y 5), estos indican
que la estereoquimica en los carbonos es indistinta para la energia de acoplamiento.

SR1 Mediana Valor p
R -3.9755 0.513
S -3.9890 0.513

Tabla 4. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de SR1.
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SR2 Mediana Valor p
R -4.073 0.015
S -3.917 0.015
Tabla 5. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el anélisis de SR2.

4.1.4 Andlisis energético e interaccional

Explicar el andlisis energético e interaccional conlleva a analizar las interacciones entre las
moléculas, en las figuras 7 y 8 podemos observar dos ejemplos de moléculas que presentan
una similitud bastante grande con respecto al tipo de interacciones que tienen, asi como su
grado de presencia en ambas. La mayoria de las interacciones que presentan las dos
moléculas son de tipo polar y se dan por medio de los aminoécidos serina, asparagina y
treonina, al interactuar con ciertos grupos funcionales y formar asi puentes de hidrogeno. A
su vez también se encuentran en menor cantidad algunas interacciones hidrofobicas por parte
del benceno con aminoacidos apolares como valina, fenilalanina, tirosina, isoleucina y
alanina. Cabe mencionar, finalmente, que a pesar de tener caracteristicas muy parecidas
ambas moléculas, se puede apreciar en la figura 8 la presencia de interacciones pi-cation
entre el benceno y la lisina.
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ASN
GLY 351
534
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334
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533 \
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48 333
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|
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Charged (negative) Polar ===~ Distance —e Pi-cation
Charged (positive) ) Unspecified residue = H-bond — Salt bridge
Glycine Water . Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site —  Metal coordination

) Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pistacking

Figura 5. Piperidona antibidtica X para P. aeruginosa.
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Figura 6. Piperidona antibiodtica Z para P. aeruginosa.

4.2 PBP3 de Chlamydia trachomatis

PBP3 en Chlamydia trachomatis actta para el crecimiento de la bacteria una vez que las
primeras etapas de biosintesis han finalizado [122] y su cristalizacion fue mediante la técnica
de difraccion de rayos X. A diferencia de los datos de P. aeruginosa, estos si presentan una
distribucion normal (figura 9), sin embargo, debido a que se estdn comparando proteinas, es
necesario usar el mismo nivel estadistico, por lo cual se procedera de forma no paramétrica
con la prueba de Kruskall-Wallis.
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Informe de resumen de CT

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
A-cuadrado 0,55
Valor p 0,154
Media -4,7277
Desv.Est. 0,4757
Varianza 0,2263
Asimetria -0,005104
Curtosis -0,618204
N 198
Minimo -5,9010
Ter cuartil -5,0827
Mediana -4,7445
3er cuartil -4,3395
Maximo -3,6070
Intervalo de confianza de 95% para la media
-4,7944 -4,6610
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-4,8330 -4,6209
4_7 Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
0,4330 0,5278

Intervalos de confianza de 95%

Media } g |

Mediana } L }

-4,80 -4,75 -4,70 -4,65 -4,60

Figura 7. Resumen de prueba de normalidad de estudios con PBP3 de Chlamydia
trachomatis.

4.2.1 Anélisisde O vs H

Se repite como primera variable de analisis al grado de oxidacion de la piperidona. Se
encontrd que al igual que en P. aeuginosa, los derivados oxigenados son los méas adecuados,
con un valor de p<0.05 (tabla 6).

Clase Mediana Valor p
H -4.5810 0.009
0] -4.8305 0.009
Tabla 6. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis del estado de
oxidacion.
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4.2.2 Andlisis en Rty R?

Como segunda variable, se realizo el anélisis de la energia de acoplamiento de los grupos
funcionales en R (tabla 7). Estos datos sefialan que en R! es mejor utilizar etilo, metilo y
propionilo. De acuerdo con los resultados, metilo es la mejor opcion , posiblemente debido
a que es el que causa menor impedimento estérico dentro de la molécula..

R? Mediana
Bn -4.6220
CH2CH2CH3 -4.5035
CH2CH3 -4.9200
CHs -4.8695
COCH2CHs3 -4.9065

Tabla 7. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de grupos
funcionales en R1.

Para R? (tabla 8), estos datos sefialan que en este caso es mejor utilizar fenilo, metilo e
isopropilo. Al igual que pasa en R? se presenta a metilo como la mejor opcidn de acuerdo
con los resultados, esto puede ser debido a que es el que causa menor impedimento estérico
dentro de la molécula al tener un menor volumen.

R? Mediana
Bn -4.3895
CH(CHa)2 ~4.8865
CH2CH>CHs3 -4.5180
CHs -4.9300
Ph -4.8975

Tabla 8. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de grupos
funcionales en R2.

4.2.3 Andlisis de SR1y SR2

Nuevamente, al realizar la prueba estadistica para comparar los datos de Ry S (tablas 9 y
10), estos indican que la estereoquimica en los carbonos es indistinta para la energia de
acoplamiento.

SR1 Mediana Valor p
R -4.7910 0.331
S -4.6575 0.331

Tabla 9. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de SR1.

SR2 Mediana | Valor p

25



R -4.717 0.154
S -4.778 0.154
Tabla 10. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de SR2.

4.2.4 Andlisis energético e interaccional

Explicar el andlisis energético e interaccional conlleva a analizar las interacciones entre las
moléculas, en las figuras 10 y 11 podemos observar dos ejemplos de moléculas utilizadas
para el estudio de la presente bacteria. En el caso de la figura 10 se encuentran practicamente
en misma cantidad zonas hidrofébicas y zonas con cargas negativas. Las zonas hidrofobicas
son debido a interacciones entre aminoécidos apolares como el triptéfano, alanina y tirosina
con el anillo heterociclico de la molécula. Ademas, hay una alta presencia de zonas cargadas
negativamente, esto podria explicarse por ciertos aminoacidos como el &cido glutamico o el
acido aspartico, los cuales en condiciones fisioldgicas presentan una carga negativa al
encontrarse en su forma ionizada de glutamato y aspartato, respectivamente. Asimismo, hay
formacion de puentes de hidrogeno con isoleucina, valina y tirosina, ademas de la presencia
de un puente de sal entre la asparaginay el grupo amino cargado positivamente. Para la figura
11, existe bastante similitud con respecto a las interacciones hidrofébicas, propiciadas por
triptoéfano, valina y prolina. Hay también, la formacion de puentes de hidrogeno con
triptoéfano y glutamato y a su vez, un puente de sal con glutamato. La principal diferencia se
encuentra en que esta molécula hay presencia de interacciones polares por la treonina, serina
y asparagina.

J Charged (negative) Polar - Distance —e Pication

o Charged (positive) ) Unspecified residue #»  H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration ske —  Metal coordination

) Metal X Hydration sie (displaced) e~ Pi-Pistacking

Figura 8. Piperidina antibiotica X para C. trachomatis.
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Figura 9. Piperidona antibiotica Z para C. trachomatis.

4.3 Subunidad 30S

La subunidad ribosomal 30S controla las interacciones de los tRNA con el mMRNA y ayuda a
mantener el mMRNA en el marco de lectura adecuado[123]. Al igual que los datos de P.
aeruginosa la subunidad 30S tampoco presentan distribucién normal (figura 12), por lo que
para su estudio estadistico se selecciond la prueba de Kruskall-Wallis.
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Informe de resumen de 30S

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

- A-cuadrado 1,58
Valor p <0,005
Media -6,8122
™ Desv.Est. 0,5660
Varianza 0,3204
Asimetria -0,675906
Curtosis 0,734910
N 198
Minimo -8,8990
Ter cuartil -7,2025
Mediana -6,7125
3er cuartil -6,4050
Maximo -5,6830
Intervalo de confianza de 95% para la media
-9,0 -85 -8,0 -75 70 6,5 6,0 -6,8915 -6,7328
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-6,7966 -6,6452
* 4‘:|:|7 Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
0,5152 0,6280
Intervalos de confianza de 95%
Media } L }
Mediana } . }
69 68 67

Figura 10. Resumen de prueba de normalidad de estudios con la subunidad 30S

4.3.1 Anélisisde Ovs H

Al igual que sucedi6 en los dos casos anteriores se toma como primera variable de anélisis al
grado de oxidacion de la piperidona, ya sea como lactama 0 como amina secundaria. Se
encontrd que al igual que en P. aeuginosa y en C. trachomatis, los derivados oxigenados son
los més adecuados, encontrando un valor de p<0.05 (tabla 11).

Clase Mediana Valor p
H -6.5000 0
0] -6.9595 0

Tabla 11. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis del estado de
oxidacion.

4.3.2 Andlisisen R1y R2

Como sucedid en los dos casos anteriores se realizo el andlisis de la energia de acoplamiento
de los grupos funcionales en R1 (tabla 12). Estos datos sefialan que es mejor utilizar etilo,
metilo y propionilo. Se presenta a metilo como la mejor opcion segun los resultados, esto
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puede ser debido a que es el que causa menor impedimento estérico dentro de la molécula al
tener un menor volumen.

R1 Mediana
Bn -6.4625
CH2CH2CH3 -6.4685
CH2CHs3 -6.9695
CH3 -7.0140
COCH,CHs -6.7405

Tabla 12. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de grupos
funcionales en R1.

Para R2 (tabla 13), los datos sefialan que en este caso es mejor utilizar propilo, metilo e
isopropilo. Al igual que pasa en R1 se presenta a metilo como la mejor opcion segun los
resultados, esto puede ser debido a que es el que causa menor impedimento estérico dentro
de la molécula al tener un menor volumen.

R2 Mediana
Bn -6.3935
CH(CH3)2 -6.9220
CH2CH2CH3 -6.7020
CHs -7.1720
Ph -6.6335

Tabla 13. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de grupos
funcionales en R2.

4.3.3 Andlisis de SR1y SR2
Al igual que paso con las proteinas anteriores los datos de SR1y SR2 (tablas 14 y 15) indican
que la estereoquimica en los carbonos es indistinta para la energia de acoplamiento.

SR1 Mediana Valor p
R -6.7685 0.221
S -6.6495 0.221
Tabla 14. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de SR1.
SR2 Mediana Valor p
R -6.702 0.810
S -6.740 0.810

Tabla 15. Informe de Medianas de Kruskall-Wallis p<0.05 para el analisis de SR2.
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4.3.4 Andlisis energético e interaccional

Explicar el analisis energético e interaccional conlleva a analizar las interacciones entre las
moléculas, en las figuras 13 y 14 podemos observar dos ejemplos de moléculas utilizadas
para el estudio de la subunidad 30S. En el caso de la primera molécula (figura 13)
encontramos un par de puentes de hidrogeno, ambos se forman mediante los grupos
funcionales aminas que tiene la molécula con las bases nitrogenadas citosina y uracilo.
Ademas, también hay presencia de dos puentes salinos en las mismas bases nitrogenadas
donde citosina interacciona con una de las aminas y uracilo lo hace con una parte de la
estructura ciclica de la piperidona. Asimismo, existe la formacion de un compuesto de
coordinacion entre el magnesio y el oxigeno. Pasando a la segunda molécula, (figura 14) se
puede observar la formacion de un puente de hidrogeno entre la citosina y la amina. A su
vez, el mismo grupo funcional amina presenta dos puentes salinos con los aminoacidos
citosina y uracilo. Se encuentra la formacion también de un compuesto de coordinacion
constituido por magnesio y oxigeno.
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Figura 12. Piperidona antibi6tica Z para la subunidad 30S

4.4 Integracion de las proteinas

PBP3 de Chlamydia
trachomatis
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aeruginosa

Subunidad 30S

Esquema 2. Diagrama de Venn de los resultados obtenidos.

31



Con relacion a los resultados obtenidos se obtuvo que con respecto a la proteina PBP3 de
Chlamydia trachomatis existen un total de 72 moléculas dentro del estudio las cuales
presentaron mejores resultados que los obtenidos con los farmacos del mercado empleados
como comparacion. En el caso de la PBP3 de Pseudomonas aeruginosa apenas se obtuvieron
solo 7 moléculas con mejor resultado, mientras que en el caso de las moléculas que tienen
como diana a la subunidad 30S se consiguieron 115 moléculas que presentan un resultado
méas favorable. Haciendo una comparacion entre las proteinas PBP3 estudiadas y la
subunidad 30S, se tiene que entre ambas proteinas PBP3 existen 3 moléculas que fueron
coincidentes respecto a su buen resultado en el analisis energetico, las cuales fueron las
moléculas 1,5y 41. Entre la PBP3 de Chlamydia trachomatis y la subunidad 30S hay un total
de 53 moléculas en las cuales coinciden en presentar un resultado mayor que los farmacos
con los que se compararon, dentro de las cuales destacan las moléculas 2, 10 y 48. Mientras
que entre la PBP3 de Pseudomonas aeruginosa y la subunidad 30S se obtuvieron 7 resultados
iguales en ambas moléculas en cuanto a tener un resultado mejor que el obtenido en los
farmacos con los que se compararon, ejemplos de estas moléculas son la 45, 49 y 53.
Finalmente al hacer una triple comparacién se obtuvieron solo 3 moléculas que coincidian
en las 3 moléculas como buenos resultados, éstas fueron exactamente las mismas que se
encontraron al hacer la comparacion entre ambas proteinas PBP3, estas son la 1, 5y 41.
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Conclusiones

El propdsito de la presente tesis consistio en el disefio in silico de antimicrobianos contra H.
pylori, causante del cancer estomacal, asi como comparar la capacidad antimicrobiana que
los candidatos presentaban respecto a los farmacos del mercado. Para esto, fue necesario el
empleo de multiples herramientas bioinformaticas como, por ejemplo, Schrddinger, Maestro,
RCSB Protein Data Bank, entre otras.

Con base en los resultados obtenidos en el estudio de la PBP de C. trachomatis y de P.
aeruginosa, asi como en la subunidad 30S podemos concluir que hay una gran cantidad de
candidatos que presentan una mejor capacidad antimicrobiana con respecto a los farmacos
que existen en el mercado. Asimismo, dentro del estudio se buscé una relacion de
coincidencia para ver qué candidatos se repetian en cada uno de los tres casos de estudio y
gue presentan a su vez una capacidad antimicrobiana superior. Al hacer esto, se tuvo una lista
sumamente mas reducida con los candidatos que podrian considerarse mas versatiles, ya que
funcionan bien ya sea en las dos PBP o en unay la subunidad 30S. Finalmente, se hizo una
triple comparacion con 3 candidatos, los cuales podrian considerarse como los més versatiles
y por lo tanto continuar investigando. Ademas, todos los candidatos que presentan una
actividad microbiana superior a la del mercado también representan una opcion de estudio
factible.

el siguiente paso dentro de la investigacion del presente tema es transferirlo a un estudio in
vitro en el cual se pueda confirmar la factibilidad que tienen los candidatos propuestos en el
estudio para convertirse en farmacos en un futuro.
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