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RESUMEN

La creciente resistencia de las bacterias a los antibidticos, especialmente en
Pseudomonas aeruginosa, es un problema crucial en el tratamiento de infecciones
microbianas. Esta bacteria Gram-negativa, adquiere resistencia a través de
mecanismos como la produccién de la enzima [B-lactamasa, dificultando asi su
tratamiento. El carvacrol y timol, compuestos fendlicos en aceites esenciales, como el
de orégano, presentan propiedades antimicrobianas potenciales y podrian funcionar
en sinergia con los antibioticos para mejorar su efectividad. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto combinado de diversos terpenos vegetales con
imipenem para inhibir la virulencia y viabilidad de la enzima [B-lactamasa en P.
aeruginosa. Para lo cual se realizaron andlisis in silico utilizando softwares de
modelado para identificar las mejores interacciones ligando-proteina con una mayor
energia de afinidad. Se analizaron las superficies hidrofobicas y las interacciones a
través de diagramas 2D y 3D, y se realiz6 una simulacion dindmica para conocer la
estabilidad de las interacciones con mayor energia de afinidad. Entre los terpenos,
carvacrol y timol demostraron una alta energia de afinidad con -5.4 Kcal/mol cada uno.
En las interacciones de la enzima B-lactamasa con imipenem, nuevamente el carvacrol
y el timol mostraron diversas interacciones, como puentes de hidrogeno, enlaces Pi-
alquilo, Carbono-Hidrégeno, Pi-Pi apilado, Pi-sigma, entre otros. Ademas, se
analizaron los desplazamientos de los ligandos con las poses de mayor afinidad en
tiempos distintos, demostrando que en el nanosegundo 10 se encuentra la salida de
los sustratos del sitio activo de la proteina. Para la CMI se obtuvieron resultados de
5x10*mg/mL para imipenem, 0.075 mg/mL para carvacrol y 1.2 mg/mL para timol. En
el caso de la CMB el imipenem mostro resultados de 1x10-3 mg/mL, 0.150 mg/mL para
carvacrol y 2.4 mg/mL para timol. El indice de concentracion inhibitoria fraccional para
el caso de la combinacién de carvacrol e imipenem dio resultados de 0.125 y para

timol e imipenem se obtuvo 0.375, mostrando sinergismo en ambas combinaciones.
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La combinacion de los terpenos estudiados, especialmente el carvacrol con imipenem
podria ser una estrategia potencial para superar la resistencia a los antibiéticos en P.
aeruginosa. Sin embargo, son necesarias mas investigaciones para comprender
completamente el mecanismo de esta sinergia y su aplicabilidad en un entorno clinico.
Palabras clave: Resistencia a antibidticos, Pseudomonas aeruginosa, B-lactamasa,

carvacrol, timol, analisis in silico.
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I. INTRODUCCION

Las infecciones ocasionadas por bacterias son uno de los principales problemas
en el sector médico, esto debido a su aumento y las dificultades que pueden
presentarse en el transcurso de la enfermedad (Ferndndez-Ruiz et al., 2021).
Con la aparicién de los antibioticos se crearon mejores condiciones para los
procedimientos meédicos, ya que anteriormente la tasa de mortalidad causada por
infecciones bacterianas era del 40% (Magna & Oteo-lglesias, 2019). Sin
embargo, la efectividad de los antibidticos se encuentra en riesgo por la
resistencia que las bacterias van generando (Alés, 2015). Un reporte de las
Naciones Unidas junto a diversos organismos internacionales menciona que,
este problema podria generar alrededor de 10 millones de muertes al afio a partir
de 2050, ademas de aumentar los gastos que se podrian comparar con los de la
crisis econdmica de 2008-2009, y para el afio 2030 este problema podria dejar
alrededor de 24 millones de personas en pobreza extrema (World Health
Organization, 2019). Ademas de problemas econdmicos, la resistencia a los
antibiéticos genera problemas ambientales debido a su uso en la agricultura,
veterinaria y hasta en el tratamiento de oleoductos (Fernandez-Ruiz et al., 2021).
Pseudomonas aeruginosa es conocida como una bacteria oportunista, ya que en
humanos suele estar relacionada a diferentes infecciones, como neumonia
asociada a ventilador e infecciones nosocomiales. Genera una mayor morbilidad
y mortalidad en pacientes que padecen enfermedades como fibrosis quistica y
personas inmunodeprimidas (Pang et al., 2019). Esta bacteria también es
asociada a enfermedades como meningitis, infecciones en tracto urinario,

infeccion en corneas y tejidos blandos, etc. (Chatterjee et al., 2016).

P. aeruginosa presenta distintos mecanismos para atacar el buen funcionamiento
de los antibiéticos, generando resistencia hacia estos (Pang et al., 2019). Uno de
estos mecanismos es la produccién de B-lactamasas, que son un tipo de enzimas
que se encargan de hidrolizar el enlace amida que se encuentra en el nucleo -
lactdmico de diversos antibiéticos, generando resistencia (Urquizo Ayala et al.,

2018). La resistencia de Pseudomonas al imipenem es un problema clinico
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importante, ya que este antibiotico es considerado el primer antibidtico de tipo
carbapenémico aplicado a enfermedades como neumonia o infecciones
urinarias, y abdominales, entre otras (Bhagunde et al., 2020). Una alternativa
para evitar la resistencia a los antibidticos es la combinacion de estos con
terpenos vegetales. Los terpenos son un grupo grande y diverso de compuestos
organicos producidos por una variedad de plantas, y algunos insectos. Son la
clase principal de componentes aromaticos en los aceites esenciales de las
plantas y contribuyen a sus fragancias, sabores y colores. Quimicamente, los
terpenos son compuestos de hidrocarburos construidos a partir de unidades de
isopreno. Dependiendo del nimero de unidades de isopreno que contienen, los
terpenos se pueden clasificar en monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3
unidades), diterpenos (4 unidades), entre otros. En adicién a sus roles en la
planta, como atraer polinizadores y repeler herbivoros, los terpenos también
tienen una variedad de propiedades potencialmente terapéuticas en humanos,
incluyendo  propiedades antibacterianas, antifingicas, antivirales vy
antiinflamatorias (Andrews et al., 2016).

Los terpenos vegetales tienen una amplia variedad de aplicaciones, por ejemplo,
en la industria farmacéutica son aplicados ya que han demostrado tener
propiedades antiinflamatorias, sedantes, analgésicas y antibacterianas (Tetali,
2019). Los terpenos actdan inhibiendo la actividad de ciertas enzimas
bacterianas, alterando la permeabilidad de la membrana celular bacteriana y, en
algunos casos, interfiriendo con los procesos de replicacion del ADN bacteriano.
Este modo de accidon sugiere que los terpenos pueden ser utiles en la lucha
contra las infecciones bacterianas al dificultar la supervivencia y el crecimiento
bacteriano. Por lo anterior surgen las siguientes preguntas de investigacion:
¢, Qué efecto presentan los terpenos vegetales contra la actividad de la enzima 3-
lactamasa de P. aeruginosa? Y ¢Como se refleja ese efecto en la viabilidad de

la bacteria expuesta a la presencia del antibiético imipenem?

Hodzi¢ et al (2021) reporté un analisis de 120 cepas de P. aeruginosa en donde

se aplicaron diversos tratamientos con antibidticos, como lo son la amikacina,



gentamicina, meropenem, imipenem, ciprofloxacina, piperacilina, ceftazidima,
cefepime y aztreonam. Los resultados que se obtuvieron fue que la ciprofloxacina
y la amikacina eran los antibiéticos anti-Pseudomonas mas eficientes. Después
de las pruebas con antibidticos, se seleccionaron 28 de estos aislados para
probar su sensibilidad in vitro con tres diferentes tipos de aceites esenciales (O.
compactum, T. serpyllum y O. majorana). Los tratamientos con O. majorana y T.
serpyllum no dieron resultados significativos, ya que no se encontraron aislados
que mostraran sensibilidad hacia estos, en cambio con O. compactum, se utilizd
un volumen de 50 pL mostrando que 21 de los 28 aislados fueron sensibles, esto
debido a la presencia de carvacrol y timol, considerados los principales
compuestos de este aceite. Por lo que en el presente trabajo de tesis evaluo el
efecto de carvacrol y timol para reducir la resistencia de P. aeruginosa al

antibiotico imipenem.



1.1 Hipotesis

La combinacion de carvacrol o timol con imipenem presenta un efecto sinérgico
contra Pseudomonas aeruginosa debido a la inhibicion de los terpenos sobre (3-

lactamasa.

1.2 Objetivo general

Evaluar el efecto de carvacrol o timol para reducir la resistencia de P. aeruginosa

al antibiético imipenem.

1.3 Objetivo especifico

- Determinar in silico la energia de afinidad entre terpenos vegetales y la 3-
lactamasa de Pseudomonas aeruginosa.

- Analizar in silico las interacciones entre las poses terpeno-f-lactamasa que
mostraron mayor energia de afinidad.

- Evaluar in silico la estabilidad de las interacciones terpeno-B-lactamasa que
mostraron la mayor energia de afinidad.

- Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de carvacrol, timol e imipenem
individuales y combinadas contra Pseudomonas aeruginosa.



II. ANTECEDENTES

2.1 El impacto de laresistencia a los antibidticos: Una mirada critica al
uso y abuso de los antibioticos.

Las infecciones causadas por bacterias prevalecen como uno de los principales
problemas en el sector médico, debido a su aumento y a las dificultades que
suelen presentarse en el transcurso de la enfermedad. El uso de antibioticos ha
prevenido diversas enfermedades ademés de disminuir la tasa de mortalidad y
ayudar a disminuir el riesgo de procedimientos médicos como los trasplantes de
organos, prevenir infecciones después de una cirugia o en tratamientos como las
quimioterapias. Aunque es un gran avance para el tratamiento de enfermedades,
la aparicion de cepas bacterianas resistentes a antibidticos va en aumento, lo que
ocasionaria problemas como un nulo tratamiento para la enfermedad, una
estadia mas larga en centros hospitalarios, aumento en el costo de atencién
meédica y un incremento en la tasa de mortalidad. En la actualidad se suma otro
problema, que es el limitado desarrollo de nuevos antibiéticos (Fernandez-Ruiz
et al., 2021).

2.2 Historia de los antibi6ticos

Los antibiéticos son descritos como uno de los hallazgos mas revolucionarios en
la historia médica. Las bacterias son microorganismos pertenecientes a la familia
procarionte, diferenciandose de la familia eucarionte por la falta de un nucleo,
dejando libre el material genético. Algo destacable de la morfologia de las
bacterias es su pared celular, la cual le proporciona proteccién contra diversos
factores, ademas de brindarle estabilidad. Una de las maneras en las que se
pueden diferenciar a las bacterias, es en dos grandes grupos definidos como
Gram-positivas y Gram-negativas. Por medio del método conocido como tincion
de Gram, en donde a través de una tincion las bacterias se muestran de dos
distintos colores, morado para las bacterias Gram-positivas y rojas para las
bacterias Gram-negativas. Empleando este método se pueden dar a conocer las

diferencias morfoldgicas, la de mayor importancia es que la pared celular de las
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bacterias Gram-positivas presenta un grosor mayor que el de las Gram-negativas
(Contreras Sanchez et al., 1994). Este grosor se presenta debido a que en la
pared celular de las bacterias Gram-positivas se encuentra el peptidoglucano,
haciendo que la bacteria sea mas resistente (Mora, 2012). En cambio, las
bacterias de tipo de Gram-negativas cuentan con una bicapa lipidica conformada
por lipopolisacaridos, creando un tipo de proteccion sobre el peptidoglucano para
asi formar una resistencia superior cuando se presentan antibioticos.(Calvo &
Martinez-Martinez, 2009).

Sin duda alguna el descubrimiento de la penicilina fue un hallazgo revolucionario.
En 1928 un médico proveniente de Escocia llamado Alexander Fleming realizaba
ensayos con la cepa de Staphylococcus aureus la cual fue contaminada por un
hongo con el que se trabaja en el hospital, Penicillium notatum. No fue hasta el
afio de 1940 cuando Howard Walter Florey y Ernst Boris Chain trabajaron con
este antibiotico, produciéndolo en grandes cantidades y examinandolo en
animales (Marin-Flesia, 2011). Los siguientes afios, como en 1944 se descubrio
la estreptomicina, en 1947 el cloranfenicol y en 1949 la colistina. Entrando la
década de los 50’s se dio la bienvenida a la vancomicina y eritromicina; después
en 1960 se desplegaron las penicilinas semisintéticas, aunque también se
descubrié Pseudomonas resistente a gentamicina y Staphylococcus resistente a
meticilina. 1970 fue la década de las cefalosporinas y de la resistencia a la
ampicilina y en los afios 80’s se desarrollaron las cefalosporinas de cuarta
generacion. Para finales de siglo, en los 90’s se introdujeron los inhibidores de [3-
lactamasas, carbapenémicos y Enterococcus resistente a vancomicina. A partir
de la década de los 2000 solo se prueban 1.6 antibiéticos por afio (Yu et al.,
2021).


https://sci-hub.se/https:/www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0213005X08000177.

2.2.1 Comprendiendo la resistencia a los antibioticos: ¢Qué es y por qué
es un problema?

Con la aparicion de los antibidticos se crearon mejores condiciones para los
procedimientos médicos, ya que anteriormente la tasa de mortalidad causada por
infecciones bacterianas era alta, rondando alrededor del 40% (Magna & Oteo-
Iglesias, 2019). Debido a la rapida evolucion de las bacterias, la efectividad de
los antibiéticos se ve amenazada por la resistencia que las bacterias estan
generando. La resistencia hacia los antibiéticos es la capacidad que ha ganado
una bacteria para subsistir en cantidades de antibiético que pueden inhibir e
incluso matar a otras bacterias (Alés, 2015). La resistencia a antibiéticos persiste
como una alarmante amenaza para la salud publica ya que se han encontrado
diversas cepas bacterianas resistentes a una gran variedad de antibioticos. Estas
bacterias resistentes tienden a sobrevivir e incrementarse, llegando a persistir por
mas tiempo y aumentando el numero de fallecimientos (Magna & Oteo-Iglesias,
2019). Para definir la gravedad y tipo de resistencia que presentan las bacterias
se establecen las siguientes definiciones:

e MDR: Por sus siglas en ingles “Multidrug-resistant” (multidrogoresistente)
la resistencia que presentan las bacterias al menos a un antibiético en tres
0 mas categorias de antibioticos.

e XDR: Del inglés “Extensively drug-resistant” (extremodrogoresistente) es
la resistencia por lo menos a un agente en todas las categorias de
antibioticos exceptuando dos o menos.

e PDR: Su significado “Pan-drug resistant” (pandrogoresistente) es la
resistencia a todos los antibiéticos de todas las categorias descritas
(Magiorakos et al., 2012).

La clasificacion de los antibidticos se puede agrupar de acuerdo con el cuadro 1
(Etebu & Arikekpar, 2016)



Cuadro 1. Clasificacion de los antibioticos.

Grupo Clasificacion Antibidtico

Penicilina G
Penicilina V
Oxacilina
Meticilina
Penicilinas Nafcilina
Ampicilina
Amoxicilina
Piperacilina
Ticarcilina
Cefalosporinas 1ra. Cefazolina
Generacion Cefalotina
Cefaloridina
Cefapirina
Cefadroxil
B-lactdmicos Cefalosporinas 2da Cefuroxima
generacion Cefamandol
Cefonicid
Moxalactam
Cefoxitina
Cefiminox
Cefalosporinas 3ra Cefotaxima
generacion Ceftazidime
Cefeoerazona
Cefpirome
Cefodizima
Cefalosporinas 4ta Cefepime
generacion Cefaclidina
Cefoselis
Cefelidina



Macrolidos

Tetraciclinas

Quinolonas

Aminoglucésidos

Monobactamicos

Carbapenémicos

lera generacion

2da generacion

Aztreonam
Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Azitromicina
Claritromicina
Eritromicina
Tetraciclina
Clorteciclina
Oxitetraciclina
Demeclociclina
Doxiciclina
Limeciclina
Meclociclina
Minociclicna
Rolitetraciclina
Acido nalidixico
Ciprofloxacino
Ofloxacino
Moxifloxacino
Levlofloxacino
Estreptomicina
Gentamicina
Neomicina
Tobramicina

Amikacina

(Etebu & Arikekpar, 2016)



2.2.2 Tipos de resistencia a los antibiodticos

Las bacterias cuentan con dos tipos diferentes de mecanismos de resistencia que
podemos observar en la figura 1 resistencia natural y resistencia adquirida
(Pérez-Gracia, 2021) , estos dos tipos cuentan con diferentes subdivisiones que

seran explicadas mas adelante:
e Resistencia natural o intrinseca

Se define como la resistencia en donde la bacteria tiene genes exclusivos que
naturalmente generan resistencia a los antibiéticos. Se basa principalmente en

estos mecanismos para generar resistencia (Pérez-Gracia, 2021)
- Permeabilidad de la membrana externa

La funcion de la membrana citoplasmatica es la de proporcionar una clase de
barrera entre el citoplasma y el ambiente exterior, pero cuando disminuye la
permeabilidad, también lo hace la fluidez, lo que puede ocasionar problemas en
la estructura y actividad. Es por esto, que las bacterias Gram-negativas
desarrollan otro tipo de barrera permeable, lo que ayuda a detener el paso de

sustancias toxicas a la célula.

- Ausencia de diana terapéutica o alelo resistente

La ausencia de diana terapéutica es la falta de una molécula o estructura
especifica en una célula que pueda ser objetivo de tratamiento terapéutico. Los

alelos resistentes confieren resistencia a un tratamiento o terapia en particular.
- Bombas de eflujo

También conocidas como bombas de expulsidbn son proteinas de transporte
activo que utilizan energia para expulsar selectivamente sustancias del interior

de la célula hacia el medio extracelular.
- Modificacién enziméatica

Se pueden encontrar en elementos genéticos moviles. Son clasificadas

dependiendo de su actividad: oxidorreductasas, hidrolasas y transferasas. En
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oxidorreductasas la mas popular es la TetX resistente a tetraciclinas. En
transferasas destacan las enzimas modificadoras de aminoglicésidos y en
hidrolasas se distinguen las B-lactamasas que actlan sobre los antibioticos B-

lactdmicos (Sanz Garcia, 2020).
e Mecanismo de resistencia adquirida

La resistencia adquirida llega a presentarse solo en determinadas cepas de
bacterias y es la forma de resistencia mas comun (Pérez-Gracia, 2021).

- Adquisicion de nuevos genes

El que las bacterias puedan adaptarse a los distintos entornos se debe a la
adquisicion de genes, que generan defensas a diferentes clases de antibiéticos.
Cuando el microorganismo tiene cierto nivel de resistencia a los antibiéticos, es
cuando se comienza con la transferencia de genes de resistencia hacia otros
microorganismos, esto se puede llevar a cabo por elementos genéticos moviles;
en las bacterias se puede dar a través de bacteriofagos, ADN desnudo,
transposones o plasmidos. La obtencidon de genes se puede llevar de manera
intercelular, conocido como transferencia de genes horizontales o laterales.
También puede ser intracelular a través de la transferencia de genes entre un

plasmido y el cromosoma bacteriano (Loera-Valenzuela et al., 2016).
- Sobreexpresion y modificacion de bombas

La sobreexpresion es un fendmeno bioldgico que se refiere al incremento en la
produccion y presencia de proteinas especificas en la membrana celular de un
organismo, como las bacterias. Por otro lado, la modificacion de las bombas de
eflujo implica cambios en la estructura o actividad de estas proteinas de la
membrana celular. Estas modificaciones pueden alterar la eficiencia con la que
estas bombas expulsan antibiéticos y otras sustancias nocivas fuera de la célula
bacteriana. Las modificaciones pueden incluir cambios en la afinidad de las
bombas por ciertos antibidticos, lo que podria permitir a las bacterias resistir a

una gama mas amplia de estos compuestos.
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- Mutaciones

Pueden afectar directamente la permeabilidad de membrana, pudiendo modificar

la conformacién de las porinas o su expresion o desecharla.
- Modificacion de la diana

Para que la bacteria cuente con un funcionamiento adecuado, se puede llegar a
alterar el sitio en donde llega a actuar el antibiético con la bacteria. Suele
presentarse mas en las bacterias de tipo Gram-positivas ya que estas producen
cambios a nivel estructural en los sitios en donde actuan los antibiéticos B-

lactdmicos a nivel de las proteinas de union a la penicilina (Sanz Garcia, 2020).

RESISTENCIA NATURAL /INTRINSECA RESISTENCIA ADQUIRIDA
'y s o *

Sobre-expresion y
modificacion de bombas
Bombas de expulsion

miltiple de drogas
Adquisicién de nuevos
genes

Permeabilidad
reducida

Inactivantes c k - k
Mutaciones G ‘a
Sebre expresiom y
* . —x—" l

modificacion de
®

enzimas inactivamtes

Ausencia de diana o

alelo reskstente

Modificacion
de la dana

Modificacion
de porinas

Figura 1. Tipos de resistencia a los antibiéticos (Pérez-Gracia, 2021).
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2.2.3 Imipenem: ¢, Qué es y coOmo se utiliza este antibidtico en el
tratamiento de infecciones bacterianas?

Elimipenem se considera el primer antibiotico de tipo carbapenémico que ha sido
desarrollado para el consumo humano. Este suele ser sustraido por la
tienamicina, un producto de Streptomyces catleya (Hellinger & Brewer, 1991). El
uso de imipenem es aplicado a diversas enfermedades como lo es la neumonia,
infecciones urinarias, abdominales o de la piel. Este antibiotico casi siempre es
combinado con cilastatina, un tipo de inhibidor de dehidropeptidasa que previene
qgue el imipenem sea degradado (Bhagunde et al., 2020). La manera de actuar
del imipenem es incorporandose a las peptidasas bacterianas (proteinas
bacterianas de unién a la penicilina) que obstruyen la creacién de una pared
celular, evitado el crecimiento de la célula y casi siempre ocasionando lisis y
muerte celular. En bacterias de tipo Gram-negativas el proceso se lleva a cabo
en el espacio periplasmico, y en Gram-positivas se origina en la superficie celular.
Las causas de la resistencia al imipenem se deben a las diversas modificaciones
en la membrana celular en bacilos de tipo Gram-negativos que obstruyen la
accion de este carbapenémico (Hellinger & Brewer, 1991). P. aeruginosa cuenta
con diferentes mecanismos de resistencia hacia los antibi6ticos, como pueden
ser la sobreexpresion de bombas de eflujo, barreras de membrana externa e
inactivacion antimicrobiana. Imipenem es considerado un antibidtico eficaz,
aunque en los ultimos afios se ha visto un aumento de cepas resistentes a

carbapenémicos (Hassuna et al., 2020).

2.2.4 Las consecuencias de la resistencia a antibiéticos: impacto en la
salud humana, economia y medio ambiente.

Las Naciones Unidas junto con diversos organismos internacionales
compartieron informacion acerca de la resistencia a los antibioticos, la cual
detalla que si no se toman medidas rapidas este problema podria generar
alrededor de 10 millones de muertes al afio a partir del afio 2050. Ademas de

diversos problemas economicos que se podrian comparar con los de la crisis
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econdémica de 2008-2009, y para el 2030 este problema lograria dejar alrededor
de 24 millones de personas en la pobreza extrema (World Health Organization,
2019).

La resistencia a los antibioticos representa un problema grave que afecta
aspectos sanitarios, econémicos, sociales y ambientales. Prolonga las estancias
hospitalarias, aumenta la mortalidad y limita las opciones terapéuticas, afectando
especialmente a los grupos vulnerables. Ambientalmente, el uso excesivo de
antibioticos en la agricultura y su inadecuada eliminacion generan resistencia
bacteriana en el ecosistema. Ademas, este fendmeno obstaculiza avances en
areas como la cirugia y la oncologia, que requieren de antibioticos efectivos. La
resistencia a los antibiéticos puede generar distintos problemas, como, por

ejemplo:
e Repercusién econémica

Las enfermedades causadas por bacterias resistentes generan mas problemas
al momento de tratarlas, por lo que producen procesos patolégicos mas largos y
delicados, efectos secundarios y estadias mas largas en hospitales, por lo que
también aumentan los gastos de estadia, ademas de aumentar la tasa de
mortalidad. En estudios realizados por el Banco Mundial, se espera que las
terapias contra bacterias multirresistentes aumenten hasta un 400% y para
Latinoamérica la pérdida sera de $2.9 trillones de dolares, lo que implicaria una

crisis financiera (Camacho-Silvas, 2022).
e Repercusién en el sector farmacéutico

El incremento de bacterias consideradas resistentes causa la necesidad de crear
nuevos antibidticos en plazos muy cortos, 1o que genera problemas en cuanto a

la innovacion, evolucién del sector farmacéutico y problemas econémicos.
e Repercusién biolégica

El uso de antibidticos ademas de aplicarse en el sector publico se usa en

agricultura, veterinaria y hasta en el tratamiento de oleoductos, generando
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problemas en diversos ecosistemas, en donde llegan a establecer un nicho unico,

pudiendo disminuir la diversidad biolégica y generando multirresistencia.
e Repercusion terapéutica

El surgimiento de cepas resistentes reduce las opciones para un adecuado
tratamiento, teniendo que acudir al uso de antibiéticos de amplio espectro que
generalmente son utilizados en enfermedades mas avanzadas. Ademas de

presentarse una mayor mortalidad y un mayor tiempo de estancia hospitalaria.
e Repercusion epidemiologica

La seleccidon de bacterias multirresistentes no solo es importante para los
pacientes que estan siendo tratados, ya que estas pueden terminar infectando a
personas sanas o0 pacientes que no tienen esa enfermedad. Se puede propagar
entre distintas areas del hospital, entre hospitales de la zona y a veces puede

provenir de otros estados o paises (Fernandez-Ruiz et al., 2021).

2.3 Pseudomonas aeruginosa: Caracteristicas microbiol6dgicas, virulencia
y mecanismos de resistencia a los antibiéticos.

Algunas de las caracteristicas destacables de esta bacteria es que se encuentra
dentro de la clasificacion de Gram-negativas, se puede adaptar a cualquier tipo
de entorno y es de la familia Pseudomonadaceae (Pang et al.,, 2019). Su
temperatura ideal de crecimiento es de 25°C a 27°C pero también puede
adaptarse hasta los 42°C (Wu et al., 2014). Su genoma es considerado mayor al
de otras bacterias (5.5 — 7 Mbp) lo que atribuye a la gran cantidad de enzimas
reguladoras que son fundamentales en el transporte, metabolismo y eflujo de
material organico, asi mismo esta diversidad en el genoma ayuda a la bacteria a
adaptarse a los entornos. Pseudomonas aeruginosa es conocida como una
bacteria oportunista, ya que en humanos suele estar relacionada a neumonia
asociada a ventilador e infecciones nosocomiales, genera una mayor morbilidad
y mortalidad en pacientes que padecen enfermedades como fibrosis quistica y

personas inmunodeprimidas (Pang et al., 2019). También se asocia
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Pseudomonas a enfermedades como la meningitis, infecciones en tracto urinario,

infeccion en cérneas y tejidos blandos, etc (Chatterjee et al., 2016).

2.3.1 B-lactamasas de Pseudomonas aeruginosa en la resistencia
antibidtica.

Las B-lactamasas son un tipo de enzima producida por diversas bacterias, entre
ellas P. aeruginosa, tienen la capacidad de inactivar antibiéticos B-lactamicos.
Estas enzimas acttan hidrolizando el anillo B-lactamico presente en la estructura
de estos antibidticos, lo que impide que puedan unirse e inhibir las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular bacteriana. Se descubrieron
alrededor del afio 1963 en cepas de E. coli, encontrandose la TEM-1, SHV-1y
PSE-1 (Urquizo Ayala et al., 2018).

En P. aeruginosa podemos encontrar 2 tipos de B-lactamasas, las del tipo Amp-
C que se encuentran en los cromosomas bacterianos de Pseudomonas y estas
pueden ser incitadas por los antibidticos B-lactamicos. Cuando esto pasa se
muestra resistencia a las penicilinas. El otro tipo de B-lactamasa son las BLEE
gue son codificadas por plasmidos y también se pueden presentar por la

resistencia que presenta la bacteria a las penicilinas.

Pero esta no es la unica clasificacion de las B-lactamasas, también se pueden
dividir en 4 tipos de clases A, B, C y D. Las B-lactamasas denominadas A, Cy D
son conocidas por contar con una serina, que se encarga de hidrolizar el anillo 8-
lactamico por medio de un grupo acilo que se encuentra pegado a la serina que
esta en el sitio activo. Las B-lactamasas cuentan con uno o varios iones de zinc

gue se encuentran en el sitio activo (Carcione et al., 2021).

Hace un par de afos se identifico un tipo de BLEE, considerada divergente y
nueva, aislada de una cepa de P. aeruginosa originaria de Bélgica. Una de sus
principales caracteristicas es que mostraba alrededor de un 50% de similitud con
otros tipos de enzimas como la GES, ademas de diversas propiedades

bioquimicas, como las tasas bajas de recambio o la baja afinidad por ceftazidima.
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En la figura 2 se muestra la estructura cristalografica de la enzima. Es conocida
como B-lactamasa de espectro extendido en complejo con imipenem del cristal
BEL-1 de Pseudomonas aeruginosa (ID PDB: 5EPH) (Pozzi et al., 2016)

Figura 2. Estructura cristalografica de la enzima B-lactamasa (5EPH) presente

en Pseudomonas aeruginosa (Pozzi et al., 2016).

2.3.2 Los antibidticos ineficaces contra Pseudomonas aeruginosay la
estrategia de combinacion con inhibidores de B-lactamasas

Dependiendo del tipo de cepa, Pseudomonas aeruginosa puede presentar
resistencia a antibiéticos como a penicilinas y los inhibidores de estas,
cefalosporinas, monobactamicos, aminoglucosidos, algunos [-lactamicos,
fluoroquinolonas y carbapenems (Pachori et al., 2019). Los inhibidores de [3-
lactamasas son un tipo de medicamento que es aplicado junto con antibiGticos
betalactamicos para evitar la resistencia a este tipo de antibioticos. Esto
inhibidores pueden modificarse en sustratos que después se enlazan a la B-
lactamasa, teniendo buena afinidad, pero interacciones estéricamente no
funcionales. De igual manera, estos inhibidores pueden actuar como inhibidores

suicidas, que inactivaran la enzima por medio de interacciones quimicas
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secundarias en el sitio activo (Khanna & Gerriets, 2022). Los inhibidores de -
lactamasas que han sido aplicados desde afios atras han sido
piperacilina/tazobactam, amoxicilina/acido clavulanico y ampicilina/sulbactam
(Carcione et al., 2021). La invenciéon de estos inhibidores de betalactamasas
significd un gran avance, ya que lo que se buscaba era recobrar la funcion de los
antibioticos betalactamicos, pero cuentan con una desventaja, la cual es que su
eficacia es reducida, ya que su actividad es especifica para ciertos grupos de
betalactamasas (Martin, 2002).

2.4 Potencial de la combinacién de terpenos vegetales e imipenem para
inhibir la accion de la B-lactamasa de Pseudomonas aeruginosa: Un
enfoque prometedor en la lucha contra la resistencia antibiotica.

2.4.1 ;Qué son los terpenos vegetales?

Los terpenos vegetales, también conocidos con el nombre de isoprenoides, son
compuestos producidos por las plantas a través de las vias metabdlicas
especificas y se encuentran en varias partes de la planta, como las hojas, flores,
frutos, raices y tallos. Los terpenos estan conformados por isoprenos (unidades
compuestas de 5 atomos de carbono) y pueden abarcar desde una hasta las
ocho unidades y pueden estar de manera ciclica o lineal (Tetali, 2019). Para
clasificar a los terpenos se necesita conocer la cantidad de unidades de las que

estan compuestos, como podemos observar en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Clasificacion de los terpenos segun Andrews (2016).

Nombre del terpeno Numero de unidades NUumero de carbonos

de isoprenos

Monoterpeno 2 10
Sesquiterpeno 3 15
Diterpeno 4 20
Triterpeno 6 30
Tetraterpeno 8 40
Politerpeno >8 >40

(Andrews et al., 2016).

Los terpenos vegetales tienen una amplia aplicacion en la industria debido a sus

propiedades:
- Industria farmacéutica

Los terpenos vegetales han demostrado tener propiedades antiinflamatorias,

sedantes, analgésicas, antioxidantes y antitumorales.
- Industria cosmética

Son utilizados en productos cosméticos por sus beneficios y fragancias. Estan
asociados a productos del cuidado de la piel, esto por su efecto antioxidante,
previniendo el envejecimiento de la piel, prevencién de melanogénesis y el dafio

ocasionado por rayos UV.
- Industria alimentaria

Son aplicados como un tipo de aditivo natural para mejorar el sabor, aroma y
propiedades nutricionales en los alimentos, son utilizados para la fabricacion de

bebidas, productos horneados, alimentos procesados, etc.
- Biocombustibles

Debido a la alta demanda de combustibles alternativos y que sean amigables con

el medio ambiente, se comenzaron a producir hidrocarburos terpénicos. Los
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caracterizan su mayor densidad energética, una buena fluidez a bajas

temperaturas y su baja higroscopia (Tetali, 2019).

2.4.2 Carvacrol y Timol: Una visién general de sus propiedades y
aplicaciones.

El carvacrol, conocido como 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol es un fenol monoterpeno
gue suele ser encontrado en diversas plantas, como pueden ser Origanum,
Thymus, Thymbra capitata, Satureja, etc. El carvacrol es usado ampliamente en
industrias como la alimentaria, médica o empleado en fragancias. Es altamente
reconocido por su papel como antimicrobiano, un ejemplo radica en la industria
de los alimentos, en donde se ha demostrado que el carvacrol aplicado en
manera de vapor ha sido eficiente contra bacterias que se transmiten por medio
de alimentos, como lo son Salmonella o E. coli. En la industria farmacéutica el
carvacrol ha dado resultados positivos contra patdgenos respiratorios como lo
son Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Hemophiluis influenzae
y Staphylococcus aureus. El carvacrol es reconocido por su actividad contra
microorganismos resistentes a diversos tipos de medicamentos, como por
ejemplo el caso de Staphylococcus aureus y S. epidermis que muestran
resistencia a la meticilina. El carvacrol ha mostrado valores de CMI
(concentracion minima inhibitoria) de 0.015 y 0.03% v/v y se ha demostrado que
su actividad antibacterial puede aumentar cuando se combina con diferentes

antibioticos (Antonia Nostro & Teresa Papalia, 2012).

Segun (Hodzi¢ et al., 2021) en su estudio se trabaj6 con alrededor de 120 cepas
de P. aeruginosa a las cuales se les aplicaron diversos tratamientos con
antibioticos y aceites esenciales. Después de las diversas pruebas se sostuvo
gue la amikacina y la ciprofloxacina eran los antibidticos contra Pseudomonas
mas eficaces. Posteriormente se trabajaron con diferentes aceites esenciales de
plantas como mejorana, orégano y tomillo, de los cuales uno de estos aceites
obtuvo mejores resultados ya que en su composicién se encontraban terpenos
como lo son el carvacrol y el timol que aumentaban la efectividad en contra de la

B-lactamasa en combinacion con un antibiético.
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El timol, nombrado también como 5-metil-2-isopropilfenol y 2-isopropil-5-
metilfenol es un fenol monoterpeno. Se obtiene a partir del aceite de Thymus
vulgaris, conocida como tomillo. También se ha podido extraer de otras plantas
como lo son Origanum L, Ocimum gratissimum o Trachyspermum ammi. Las
caracteristicas principales que puede presentar este fenol es ser incoloro, el olor
peculiar y la cristalinidad. Es considerado isémero del carvacrol (Escobar et al.,
2020). EI timol cuenta con propiedades antibacterianas, antiespasmadicas,
antimicrobianas, expectorantes y antioxidantes. Ademas de presentar
propiedades medicinales para diversos trastornos que afectan el sistema
nervioso, cardiovascular y respiratorio e igualmente puede proporcionar efectos
antiinflamatorios y anticancerigenos. De las propiedades antimicrobianas con las
que cuenta el timol, se pueden incluir a las bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas, en donde se incorporan bacterias como Salmonella, Escherichia Coli,

Pseudomonas, Listeria, entre otras (Salehi et al., 2018).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Determinacion de las energias de afinidad entre los terpenos y la B-
lactamasa de Pseudomonas aeruginosa.

En la seccion de andlisis in silico, se llevd a cabo un acoplamiento molecular en
donde se analizaron las interacciones de la enzima B-lactamasa en contacto con
los diferentes terpenos vegetales e imipenem. Para llevar a cabo este
acoplamiento, se contempl6é el procedimiento descrito por Tapia-Rodriguez,
(2018). Del repositorio PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) se
obtuvieron las estructuras de los diferentes terpenos vegetales; cariofileno (CID:
5281515), carvacrol (CID: 10364), cimeno (CID: 7463), citral (CID: 638011),
eucaliptol (CID: 2758), eugenol (CID: 3314), limoneno (CID: 22311), linalool (CID:
6549), mirceno (CID: 31253) y timol (CID: 6989). Y el antibiético imipenem (CID
104838). De la base de datos PDB (https://www.rcsb.org/) se recabd la

informacion de la enzima B-lactamasa (Entry ID: 5EPH).

Para continuar con el procedimiento de anclaje molecular se utilizo el software
UCSF Chimera (version 1.16), en donde se procesaron las estructuras de los
terpenos vegetales, el antibiético imipenem y la enzima. Posteriormente para
cada molécula se minimizo su estructura esto con la finalidad de optimizar las
posiciones de los distintos atomos y estabilidad energética. El paso siguiente fue
la seleccion de coordenadas de interaccion simulando un panorama competitivo
en el sitio activo de la B-lactamasa, con las coordenadas listas se prosigui6 a
ingresarlas en la herramienta “Autodock-vina” en donde se realizaria el
acoplamiento molecular y se obtendrian datos que serian utilizados para
seleccionar la mejor pose de interaccion ligando-proteina con mayor energia de

afinidad (Kcal/mol) y menor desviacion cuadratica media (RMSD).
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3.2 Determinacion de las interacciones moleculares entre las
combinaciones de terpenos y la B-lactamasa con mayor energia de afinidad.

Con el software BIOVIA Discovery Studio 2021 se seleccionaron las
interacciones del ligando, para después hacer la seleccion de superficies
hidrofébicas en el receptor y finalizar con la visualizacion de las interacciones en

el diagrama 2D y 3D.

3.3 Evaluacion de la estabilidad de las interacciones moleculares entre
combinaciones de terpenos y la enzima B-lactamasa a lo largo de una
simulacién de dinamica molecular.

Para evaluar la estabilidad de las interacciones moleculares entre combinaciones
de terpenos y la enzima B-lactamasa, se realizé una simulacién de dinamica
molecular mediante el uso del software GROMACS, un conjunto de herramientas
altamente eficientes y escalables para la simulacion molecular (Hess et al., 2008).
El primer paso implico la preparacion de la topologia de las moléculas, esencial
para definir las caracteristicas fisicas y quimicas del sistema de estudio. Esta
preparacion abarcé la descripcion detallada de las moléculas y de las fuerzas
interatdmicas. En el siguiente paso, se realiz6 la preparacion del sistema de
simulacién, lo que incluy6é la solvatacion del sistema ligando-receptor, la
minimizacion y la adicién de iones. La solvatacion implico la creacion de un
ambiente acuoso para imitar las condiciones bioldégicas en las que las
interacciones moleculares suelen tener lugar. La minimizacibn es un
procedimiento para reducir la energia potencial del sistema, asegurando un
estado inicial estable para la simulacion. La adicibn de iones sirvi6 para
neutralizar la carga del sistema. A continuacion, se equilibré la simulacion, un
proceso esencial para estabilizar las condiciones de temperatura y presion en el
sistema. Una vez equilibrado, se procedié con la ejecucion de la simulacion,
utilizando el desplazamiento cuadratico medio (RMSD) para evaluar la similitud
estructural del ligando en diferentes momentos de la simulacion. Finalmente, se
llevé a cabo un analisis detallado de la desviacion cuadratica media de la posicién

del ligando en el receptor durante un periodo de 50 nanosegundos. Esta mediciéon
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aporto informacion sobre la estabilidad de las interacciones ligando-proteina a lo
largo del tiempo, permitiendo evaluar la viabilidad de las combinaciones de

terpenos para inhibir la actividad de la B-lactamasa.

3.4 Establecimiento de la concentracion minima inhibitoria (CMI),
concentracion minima bactericida (CMB) y concentracion inhibitoria
fraccional (CIF) de carvacrol, timol e imipenem contra P. aeruginosa

Se evalu6 el efecto antibacteriano de Carvacrol (W282197, Sigma Aldrich,
Toluca, México) y el de timol (21574, Sigma Aldrich, Toluca, México) e imipenem
(Biogalenic) contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10154) de, siguiendo el
protocolo descrito por Tapia-Rodriguez (2018). Se determinaron diferentes
concentraciones de ambos terpenos y el antibiético antes mencionado en
concentraciones de 0-3 mg/mL utilizando tubos de ensayo que contenian 6 mL
de medio de cultivo Luria Bertani con un inéculo ajustado a 106 UFC/mL. Después
se incubaron a 37°C por 24 horas. Para determinar la CMI (mg/mL) se seleccion6
la concentracion més baja que inhibié el crecimiento bacteriano de cada uno de
los tratamientos. Posteriormente, la CMB (mg/mL) fue determinada utilizando
dosis superiores a la CMI, por lo cual se inocularon 20uL de cada dosis en placas
gue contenian 20 mL de agar tipo Luria Bertani, incubandose a 37°C por 24
horas, siendo la CMB la dosis que no presento crecimiento bacteriano. Estos

experimentos se realizaron por triplicado.

Para determinar el efecto antibacteriano de la combinacion ternaria de carvacrol
y timol con imipenem se empled el método de tablero de ajedrez (Bernal-
Mercado, 2019) en el cual se compara el resultado antibacteriano de la
combinacion a diferentes concentraciones con el efecto individual de cada
compuesto. Se analizaron las mezclas binarias utilizando fracciones de la CMI
(0.0, 0.6, 0.125, 0.25, 0.5, 1.2 x CMI) de un terpeno (carvacrol y timol) en
combinacion con fracciones de la CMI del antibiético imipenem. (carvacrol +
imipenem) (timol + imipenem). Para establecer el resultado de la combinacién,
se uso la concentracion fraccionada inhibitoria (XCFI), la cual se puede calcular

de esta manera;:
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CMI a combinacién + CMI b combinacion
CMI a individual CMI b individual

2CFI=

La interaccion entre los compuestos en la combinacion se obtiene partiendo de
los valores de ZCFI: sinergismo si ZCFI < 0.5, aditivo si 0.5 < ZCFI <, indiferente

si 1 < 2CFl <4, antagonista si 2CFI >4. Estos analisis se realizaron por triplicado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis in silico de las interacciones entre los ligandos y la proteina.

Los resultados del cuadro 3 muestran la energia de afinidad competitiva y no
competitiva de los terpenos vegetales antes mencionados, en comparacion con
el imipenem, que es un antibiético utilizado para tratar afecciones causadas por
Pseudomonas aeruginosa, una bacteria resistente a antibiéticos. Los resultados
muestran que carvacrol y timol tienen energias de afinidad similares en los
panoramas de inhibicion competitiva y no competitiva, respectivamente. Las
energias de afinidad mostraron valores de -5.4 kcal/mol para la afinidad
competitiva y -5.1kcal/mol para la afinidad no competitiva, lo cual sugiere que
ambos compuestos tienen posibilidad de interaccionar con la enzima 3-lactamasa
de P. aeruginosa. Estos resultados respaldan la hipotesis establecida, ya que
demuestran que carvacrol y timol tienen potencial como inhibidores de la
actividad de la B-lactamasa. Sin embargo, es importante sefialar que la energia
de afinidad del imipenem, sustrato de la B-lactamasa, tiene una energia de
afinidad mayor (-6.5 Kcal/mol) a la de ambos terpenos (-5.1 Kcal/mol), por lo que
en caso del evento competitivo los terpenos estarian en desventaja. Mientras que
en el evento no competitivo los terpenos podrian actuar. Ademas, otros terpenos
como eugenol, cariofileno, citral y limoneno también muestran cierta afinidad
hacia la B-lactamasa, aunque en menor medida que carvacrol y timol. Por otro
lado, terpenos como cimeno, linalool, eucaliptol y mirceno muestran energias de
afinidad mas bajas, lo que indica una menor interaccion con la enzima. Estos
resultados sugieren que carvacrol y timol son terpenos vegetales especificos que
tienen potencial como inhibidores de la actividad de la B-lactamasa de P.
aeruginosa. Ademas, el pretratamiento de la bacteria con estos terpenos
seleccionados podria aumentar la eficacia del imipenem, lo que respalda la

hipétesis establecida en la investigacion.
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Cuadro 3. Energia de afinidad de los diferentes ligandos y la enzima B-lactamasa

Ligando Energia de afinidad Energia de afinidad no

competitiva (Kcal/mol) competitiva (Kcal/mol)

Imipenem -6.5
Carvacrol -5.4 -5.1
Timol -5.4 -5.1
Eugenol -5.3 -5.0
Cariofileno -5.1 -5.0
Cimeno -4.6 -4.7
Limoneno -4.6 -4.6
Citral -4.5 -4.3
Linalool -4.3 -4.3
Eucaliptol -4.3 -4.2
Mirceno -4.1 -3.9

4.2 Interacciones entre Imipenem y B-lactamasa.

Para la seleccion de los posibles inhibidores y la comprension de sus
interacciones, primero es importante conocer las interacciones de la enzima con
su sustrato natural, en este caso el imipenem. En la figura 3 se muestran las
interacciones entre este antibidtico y la B-lactamasa de la bacteria. Se puede
observar que el imipenem tiene una energia de afinidad de -6.5 kcal/mol, lo que
indica una fuerte interaccion con la B-lactamasa. El imipenem forma puentes de
hidrogeno con varios aminoacidos de la enzima, como la tirosina 97, asparagina
125, serina 123, lisina 65 y serina 230. Estos puentes de hidrégeno son

interacciones fuertes y estables que contribuyen a la afinidad del imipenem hacia
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la B-lactamasa. El imipenem presenta una interaccion carbono-hidrégeno y otra
Pi-alquilo con la tirosina 97 de la B-lactamasa. Estas interacciones adicionales
también contribuyen a la afinidad del imipenem hacia la enzima. En general, esta
imagen muestra como el imipenem se une y forma interacciones especificas con
la B-lactamasa de P. aeruginosa, lo cual es importante para su actividad como
antibiotico. Estos resultados muestran el panorama natural de interaccion del
sustrato imipenem con la enzima, lo que permitirhd conocer el potencial de los

ligandos estudiados como inhibidores.

Interacciones entre B-lactamasa e Imipenem

B) SER

A230

VR A \\

A125 : s
A6S

Interacciones

Puente de hidrégeno Pi-alquilo

Enlace carbono-hidrégenc

Energia de afinidad -6.5 kcal/mol

Figura 3. Interacciones entre la enzima B-lactamasa de Pseudomonas
aeruginosa e Imipenem.
A) Se muestra el diagrama 3D que incluye la hidrofobicidad de la superficie
del sitio activo y las interacciones entre el ligando y los residuos vecinos de
esta region. B) Se muestra el diagrama 2D que sefiala las principales

interacciones detectadas entre ligando y residuos vecinos del sitio activo.

4.2.1 Interacciones entre carvacrol y B-lactamasa.

Las interacciones entre el carvacrol y la enzima B-lactamasa de P. aeruginosa

sefialadas en la figura 4 muestran que el carvacrol tiene afinidad con la enzima,
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mostrando valores de energia de -5.4 kcal/mol, mayor que la de los demas
terpenos, demostrando la potencial interaccion entre el compuesto y la enzima.
Ademas, se observa que el carvacrol establece puentes de hidrégeno con los
aminoacidos lisina 65 y serina 123 de la enzima, lo que indica que hay una
interaccion favorable entre los grupos funcionales del carvacrol y los aminoacidos
de la enzima. Por otro lado, el aminoacido tirosina 97 interactta con el carvacrol
a través de interacciones Pi-sigma, Pi-Pi apilado y Pi-alquilo. Estas interacciones
Pi indican que hay una transferencia de electrones entre el carvacrol y la enzima,
lo que podria contribuir a la formacién de un complejo estable. Los ensayos de

estabilidad de la interaccién se describen en la seccién 4.3.

Interacciones entre Carvacrol y B-lactamasa

A) B)

~o
3 SER
A:l23

Hidrofobicidad TYR LYS

N A:97 A:65

200

1.00

0.00 N

-1.00 Interacciones

-2.00

-3.00 Puente de hidrégeno Pi-Pi apilado

Energfa de afinidad -5.4 kcal/mol E-Sigma Pi-Alquilo

Figura 4. Interacciones entre Carvacrol y B-lactamasa.
A) Se muestra el diagrama 3D que incluye la hidrofobicidad de la superficie del
sitio activo y las interacciones entre el ligando y los residuos vecinos de esta
region. B) Se muestra el diagrama 2D que sefala las principales interacciones

detectadas entre ligando y residuos vecinos del sitio activo.
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4.2.2 Interacciones entre Timol y B-lactamasa.

Los resultados de las interacciones mostrados en la Figura 5 sobre el timol y la
enzima B-lactamasa, revelan una energia de afinidad idéntica a la del carvacrol,
de -5.4 kcal/mol, lo que indica una interaccion favorable. El timol establece
puentes de hidrogeno con la asparagina 125 de la enzima, lo que indica una
interaccion favorable entre el timol y este aminoécido. Sin embargo, se sefiala la
serina 123, ya que genera una interaccion de donante desfavorable, lo que
sugiere que la interaccion entre el timol y la serina 123 podria no ser adecuado
desde el punto de vista energético y afectar la estabilidad y eficacia del timol
como inhibidor de la enzima. La tirosina 97 interactta con el timol a través de
enlaces Pi-sigma y Pi-pi apilado. Estas interacciones Pi indican que hay una
transferencia de electrones entre el timol y la enzima, lo que podria contribuir a

la formacion de un complejo estable.
Interacciones entre Timol y B-lactamasa

A) B) .
~ TYR
A:97
|
O
/ i
Hidrofobicidad N .
L . ASN
3:88 - A:125
1.00
0.00 A )
-1.00
-2.00 ;
-3.00 Interacciones
Puentes de hidrégeno Pi-Sigma
Energia de afinidad de -5.4 kcal/mol o
B Donante desfavorable Pi-Pi apilado

Figura 5. Interacciones entre timol y 3-lactamasa.
A) Se muestra el diagrama 3D que incluye la hidrofobicidad de la superficie del
sitio activo y las interacciones entre el ligando y los residuos vecinos de esta
region. B) Se muestra el diagrama 2D que sefiala las principales interacciones

detectadas entre ligando y residuos vecinos del sitio activo.

30



El carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) y timol (2-isopropil-5-metilfenol) son
monoterpenoides que cuentan con un solo anillo fendlico en su estructura
conformados a partir de dos moléculas de isopreno. Estos dos compuestos
cuentan con un grupo hidroxilo unido en la posicién C-1, la diferencia radica que,
en el carvacrol, el grupo metilo esta en la posicion C-2 y el grupo isopropilo en la
posicion C-5, mientras que, en el timol, el metilo esta en la posicion C-5 vy el
isopropilo en la posiciéon C-2. El grupo hidroxilo y electrones deslocalizados
propician la actividad antimicrobiana de estos compuestos. El carvacrol y timol
muestran propiedades antibacterianas contra diversas bacterias, como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, etc. Dentro

de los principales mecanismos de accidn de estos compuestos se encuentra:

- Carvacrol y timol son compuestos hidrofobos, por lo que se afladen a las
membranas celulares de las bacterias, provocando alteraciones en
correcto funcionamiento de esta. Estos monoterpenos se aglomeran en
las cadenas de &cidos grasos de la membrana, haciendo transformaciones
de la bicapa lipidica.

- En concentraciones subinhibitorias de estos terpenos, se impidid la
formacion de biopeliculas.

- En diversos estudios se mostr6 como el timol y carvacrol minimizaron la

motilidad de Listeria monocytogenes (Kachur & Suntres, 2020).

El imipenem procede incorporandose en las proteinas bacterianas de unién a la
penicilina que impiden la creacion de la pared celular, asi previenen el
crecimiento de la bacteria, provocando lisis y muerte (Hellinger & Brewer, 1991).
El acoplamiento de carvacrol y timol con antibidticos es una opcion al problema
de la resistencia bacteriana (Kachur & Suntres, 2020). Dentro de los limites de la
revision de literatura no se han detectado estudios publicados de inhibicion
especifica de terpenos sobre B-lactamasas. Por lo que profundizar en estos

estudios podria contribuir al potencial uso de terpenos con estos efectos.
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4.3 Desplazamiento de los ligandos en las poses con mayor afinidad a la 8-

lactamasa

La Figura 6 ilustra la estabilidad de las interacciones entre los distintos terpenos,
el imipenem y la enzima B-lactamasa durante una simulacion de dinamica
molecular de 50 nanosegundos. El eje horizontal representa el tiempo
transcurrido durante la simulacion, mientras que el eje vertical refleja la raiz del
cuadrado medio de la desviacion de la posicion de cada ligando respecto a la
proteina. Como se observa, no existen fluctuaciones significativas en la
estabilidad de los ligandos en relacion con el sitio activo de la proteina. No
obstante, las Figuras 7, 8 y 9 revelan una alteracidén notable en la posicién de los
diferentes terpenos y el antibiético, con un cambio de posicion mas evidente en
el décimo nanosegundo, lo que indica una posible salida de los compuestos del

sitio activo.

La salida de imipenem, el sustrato de la B-lactamasa, del sitio activo en el décimo
nanosegundo durante la simulacién de dinamica molecular tiene implicaciones
significativas en la comprension de la interaccion entre esta enzima y sus
sustratos. Esta observacion sugiere que, bajo las condiciones de simulacién, el
imipenem no mantiene una interaccion estable con la enzima durante un periodo
prolongado, lo que puede estar asociado con su capacidad para ser degradado
por la B-lactamasa. Ademas, la salida simultanea de los terpenos carvacrol y timol
del sitio activo en el mismo instante temporal sugiere una posible competencia o
interaccién entre estos compuestos y el imipenem. Esta observacién podria
indicar que los terpenos tienen el potencial para influir en la actividad de la B-
lactamasa, posiblemente a través de la alteracion de su interaccion con el
imipenem. Sin embargo, estas interpretaciones deben tomarse con cautela, ya
que las simulaciones de dinamica molecular son una representacion simplificada
de la realidad y las condiciones experimentales reales pueden ser mas
complejas. Para confirmar estas observaciones, seria necesario realizar

experimentos in vitro.
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Figura 6. Cambios en la posicién de los ligandos con respecto a su posicién

inicial en el sitio activo de la B-lactamasa.

La posicidn inicial es la indicada por las poses con energias de afinidad mayores

descritas anteriormente.
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Figura 7. Desplazamiento de imipenem en B-lactamasa durante la simulacion
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Figura 8. Desplazamiento de carvacrol en B-lactamasa durante la simulacién

Las observaciones realizadas a partir de las simulaciones de dinamica molecular
de las interacciones entre la enzima B-lactamasa y los terpenos carvacrol y timol,
en combinacion con imipenem, proporcionan un nuevo marco para entender la
resistencia antibidtica. Previamente, estudios como el de Hyldgaard et al (2012)
y Marchese et al (2016) ya habian evidenciado el potencial antimicrobiano de los
terpenos, incluyendo carvacrol y timol. A pesar de ello, su impacto directo sobre
B-lactamasas era menos conocido. Los resultados sugieren que los terpenos
podrian competir con el imipenem por la interacciéon con la B-lactamasa, lo que
tiene implicaciones en la hipétesis propuesta. Especificamente, si los terpenos
pueden efectivamente inhibir la p-lactamasa, esto podria permitir que el
imipenem sea mas efectivo en la inhibicion de P. aeruginosa, una bacteria
comunmente resistente a los antibiéticos, proporcionando asi un posible efecto
sinérgico. Mientras que la resistencia a los antibidticos sigue siendo un desafio
persistente, los hallazgos de este estudio aportan una nueva estrategia potencial:

la combinacion de terpenos con antibiéticos tradicionales para aumentar su
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eficacia. Sin embargo, es importante destacar que estos resultados son in silico

y necesitan ser validados experimentalmente.

Inicio

10 Nanosegundos

50 Nanosegundos

30 Nanosegundos

Figura 9. Desplazamiento de timol en 3-lactamasa durante la simulacion

4.3 Analisis in vitro de la actividad de terpenos vegetales combinados con
imipenem contra Pseudomonas aeruginosa.

En el cuadro 4 podemos encontrar las CMI de los terpenos vegetales carvacrol y
timol y del antibiético imipenem aplicado en la cepa de P. aeruginosa ATCC
10154. La concentracion minima inhibitoria aplicada fue de 0.075 mg/mL de
carvacrol, 5x10* mg/mL de imipenem y 1.2 mg/mL de timol. Asimismo, se
muestran los resultados de la concentraciébn minima bactericida de los terpenos.
Para carvacrol fue de 0.150 mg/mL y de 2.4 mg/mL para el timol. Posteriormente,
se realizé el procedimiento de concentracién inhibitoria fraccional (CIF) en donde
se combin6 carvacrol con imipenem y timol con imipenem para evaluar la
interaccion que tienen estos agentes entre si. Estos resultados los podemos
encontrar en el cuadro 5. Segun (Mansilla et al., 2020) si el valor de la CIF es
<0.5, se trata de una combinacion sinérgica. Si la CIF es igual a 1, se considera

aditiva. Si el resultado es >0.5 - <4.0 se trata de una combinacion indiferente lo
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indica ausencia de interaccion. En cambio, si el resultado es >4 es una
combinacion antagénica. En este caso, la IFIC de imipenem y carvacrol es de
0.125 y el resultado de la IFIC de imipenem y timol es de 0.375, dando como

resultado sinergismo entre las distintas combinaciones.

Cuadro 4. Actividad antibacteriana (CMI y CMB) de carvacrol, timol e imipenem

contra Pseudomonas aeruginosa

Imipenem Carvacrol Timol (mg/mL)
(mg/mL) (mg/mL)
CMI 5x104 0.075 1.2
CMB 1x10°3 0.150 2.4

Cuadro 5. Concentracion inhibitoria fraccional de imipenem y terpenos vegetales.

Carvacrol Imipenem ICIF Timol Imipenem ICIF

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

4.68x10°  3.125x10° 0.125 0.13 0.000125 0.375
sinergia sinergia

Los resultados de las pruebas in vitro muestran una evidente sinergia entre los
terpenos y el imipenem, lo cual resulta en un notable descenso en las dosis
necesarias para lograr un efecto antimicrobiano similar. Por ejemplo, se logré un
efecto similar al de una dosis de 0.0005 mg/mL de imipenem al combinar
solamente 0.00003125 mg/mL de este con 0.00468 mg/mL de timol. Esto
representa una disminucion de mas de 15 veces en la dosis de imipenem
requerida. De igual manera, la combinacion de 0.13 mg/mL de carvacrol con
0.000125 mg/mL de imipenem equivale al efecto antimicrobiano de una dosis
individual de 0.075 mg/mL de carvacrol o de 1.2 mg/mL de timol. En estos casos,
vemos que se necesitan 0.6 veces la dosis de carvacrol y 27.6 veces menos la

dosis de timol para producir un efecto similar. Estos hallazgos enfatizan el
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potencial de estas combinaciones para reducir la necesidad de grandes dosis de

antimicrobianos, mitigando potencialmente el desarrollo de resistencia.

Esta sinergia tiene un impacto significativo ya que permite la utilizacién de
cantidades menores de antibioticos y terpenos para lograr el mismo efecto
antimicrobiano. Esta reduccion en la dosis requerida disminuye el riesgo de
efectos secundarios y toxicidad para los pacientes, al tempo que reduce el coste
del tratamiento. Ademas, la sinergia observada tiene el potencial de ayudar en la
lucha contra la resistencia a los antibioticos. Al necesitar menos cantidad de
antibiotico para lograr el mismo efecto, se reduce la presion selectiva sobre las
bacterias, lo que podria disminuir la velocidad de desarrollo de nuevas
resistencias. También, el uso de terpenos podria ofrecer un nuevo mecanismo
de accién contra las bacterias, lo que dificulta su capacidad para desarrollar

resistencia a multiples farmacos.

La combinacién de carvacrol e imipenem podria tener un efecto sinérgico en la
reduccion en la resistencia bacteriana. Se ha demostrado que el carvacrol podria
tener un efecto sinérgico con los antibiéticos, aumentando su efectividad contra
las bacterias resistentes a los mismos. El carvacrol puede aumentar la
permeabilidad de la membrana celular de las bacterias, o que podria facilitar la
entrada del imipenem en la célula bacteriana, aumentando su eficacia. De
acuerdo con Vidal-Garcia (2019) y su estudio sobre sinergismo farmacoldgico
entre extractos vegetales y cloxacilina frente a SARM, hay resultados
prometedores, ya que el extracto de cistus probado frente a SARM mostro
resultados favorables, generado sinergia, por lo que las cepas que eran
resistentes a los antibioticos se convierten sensibles frente a estos y frente a los
extractos vegetales utilizados, aminorando la resistencia de las bacterias. En el
caso de la CIF de imipenem y timol, se considera indiferente, lo que sugiere que
los efectos de estos compuestos no se potencian entre si y que actian de manera

independiente.
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V. CONCLUSIONES

Los analisis in silico mostraron que el carvacrol y el timol tienen alta
afinidad hacia la B-lactamasa de Pseudomonas aeruginosa. estos
terpenos mostraron interacciones especificas con la enzima, para el caso
del carvacrol se observaron puentes de hidrogeno, enlaces Pi-sigma y Pi-
pi alquilo; para el caso del timol se observaron puentes de hidrégeno,

enlaces Pi-sigma, Pi-pi apilado y donantes desfavorables.

El ensayo de estabilidad in silico mostr6é que la union entre la enzima y el
sustrato imipenem se limita a <10 nanosegundos, tiempos similares de
estabilidad se observaron para carvacrol y timol. Lo que podria indicar que
estos tiempos de interaccion entre los terpenos y el sitio activo de la B-
lactamasa pudiera ser suficiente para interferir en su actividad contra el

imipenem.

La actividad inhibitoria del carvacrol fue mayor a la observada para el timol,
sin embargo, la actividad del imipenem se observo a dosis menores. Al
realizar la combinacion entre el antibiético y cada terpeno se detectaron
interacciones sinérgicas, en especial para carvacrol se lograron utilizar las
menores dosis mezcladas con imipenem para inhibir el crecimiento de P.

aeruginosa.
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