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RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema de salud global junto con la falta
de nuevos métodos de tratamiento, ha llevado a un incremento en los costos de atencidn
médica y a un mayor riesgo para los pacientes. Escherichia coli, una bacteria comun que
causa infecciones del tracto digestivo y urinario en humanos ha desarrollado una creciente
resistencia a los antibidticos en los ultimos afos. Uno de los mecanismos asociados a su
resistencia es su capacidad de formar biopeliculas, que pueden tolerar altas concentraciones
de antibioticos y son dificiles de tratar por lo cual, es necesaria la busqueda de alternativas
para reducir su formacion. Se ha reportado el uso de compuestos naturales, como los terpenos
presentes en los aceites esenciales como el carvacrol, timol y cariofileno que presentan
actividad antibacteriana contra E. coli y han demostrado eficacia en la inhibicién de la
formacion de biopeliculas. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue analizar
el efecto de los terpenos vegetales en la actividad de la enzima glucosiltransferasa de
Escherichia coli y su influencia en la sensibilidad a la gentamicina. Se realizaron analisis in
silico de acoplamiento molecular para analizar las interacciones y las energias de afinidad
entre la glucosiltransferasa y los ligandos UDP-glucosa, carvacrol, timol y cariofileno. Los
terpenos carvacrol y timol mostraron una notable energia de afinidad en comparacion con el
cariofileno, con valores de -7.3 kcal/mol y -6.9 kcal/mol, respectivamente. Estos terpenos
establecieron multiples interacciones con los aminoacidos de la enzima, lo que sugiere que
estas interacciones podrian ser responsables de su alta afinidad. Ademads, se evalu6 la
estabilidad de las interacciones entre los ligandos y la enzima tanto en un panorama
competitivo como no competitivo. Los resultados de las simulaciones de dinamica molecular
revelaron que las interacciones entre la glucosiltransferasa y la UDP-glucosa, el timol y el
carvacrol fueron estables durante 50 ns de simulacion. Por ultimo, se evalud in vitro el efecto
de la combinacién de carvacrol y gentamicina en el crecimiento de E. coli. Se observo que el
tratamiento previo con carvacrol aumento la sensibilidad de E. coli a la gentamicina, lo que

sugiere que el carvacrol podria actuar como un potenciador de la actividad antibiotica.

Palabras clave: Resistencia antibiotica, Escherichia coli, gentamicina, carvacrol, timol,

cariofileno, analisis in silico.
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I. INTRODUCCION

La aparicion de cepas bacterianas resistentes a antibidticos ha causado diversos
problemas que afectan la salud a nivel mundial. Este tipo de resistencia se puede definir
como la capacidad que tienen los microorganismos para inhibir los efectos de diversos
antibioticos (Morehead & Scarbrough, 2018). La falta de nuevos métodos para tratar
enfermedades o infecciones es uno de los mayores problemas de salud en la actualidad.
El incremento en el numero de bacterias resistentes ha causado que el costo de la atencion
médica sea mas elevado y que los hospitales requieran cuidados més intensivos. Se estima
que alrededor de 25,000 muertes al afio son a causa de estas bacterias multirresistentes, y
debido a estas grandes cifras, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha comenzado
a promover el desarrollo de nuevas estrategias para optimizar el uso de los antibioticos

(Aguinaga et al., 2018).

Escherichia coli es una de las bacterias que causa infecciones del tracto digestivo en
humanos y animales teniendo como principal via de transmision la mala manipulacion
de alimentos durante su procesamiento (Pajohi Alamoti ez al., 2022). Otras infecciones
causadas por E. coli son las del tracto urinario (ITU), siendo esta bacteria responsable del
80% de los casos de esta enfermedad. Debido a esto, surge la necesidad de seleccionar
los antibioticos apropiados para detener su efecto. Sin embargo, en los Ultimos afios la
velocidad en la que las cepas de E. coli se vuelven resistentes a la mayoria de los

antibioticos ha ido en aumento (Lee et al., 2018).

Un gran porcentaje de las infecciones estan vinculadas a la resistencia mediada por
biopeliculas, las cudles son una comunidad de células bacterianas que se encuentran
unidas entre si y adheridas a superficies. Las bacterias que forman biopeliculas pueden
llegar a tolerar hasta 1000 veces mas antibidticos que las bacterias comunes (Yubinbai et
al., 2022), provocando que el tratamiento a las infecciones asociadas con estas sea mas
excesivo. Uno de los factores de virulencia que promueve el crecimiento de biopeliculas
es la expresion de enzimas como las glucosiltransferasas, las cuales utilizan azlicares para

sintetizar glucanos que van a promover la formacion de este mecanismo de defensa



(Zhang et al, 2022). Las biopeliculas estan formadas por sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) que ayudan a la formacion de estas estructuras y sirven como barrera
protectora contra los desinfectantes comerciales. Adicionalmente, se ha observado que la
celulosa es uno de los principales componentes de las EPS en las biopeliculas de E. coli;
por lo tanto, es necesario obtener un método para poder inactivar este mecanismo de

accion (Lim et al., 2019).

En los ultimos afios se han comenzado a buscar estrategias para combatir las infecciones
causadas por bacterias multirresistentes. Esto debido a que los tratamientos con
antibidticos de uso comiin como la gentamicina resultan ser insuficientes por la presencia
de la biopelicula que resulta ser una limitante para que el antibiotico ejerza su mecanismo
de accion. Se ha reportado que los aceites esenciales o extractos de plantas brindan
propiedades antimicrobianas por medio de cambios en funciones intracelulares, que
pueden incluir la interaccion de sus bioactivos con enzimas bacterianas vitales (Pajohi
Alamoti et al., 2022). Dentro de los aceites esenciales, terpenos como carvacrol, timol y
cariofileno han demostrado actividad antibacteriana contra bacterias multirresistentes
como Escherichia coli. Estos terpenos vegetales han demostrado tener eficacia para
inhibir biopeliculas las cuales representan uno de los problemas de resistencia bacteriana
mas estudiados (Ulanowska & Olas, 2021). Por lo tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue analizar el efecto de los terpenos vegetales en la actividad de la enzima

glucosiltransferasa de Escherichia coli y su influencia en la sensibilidad a la gentamicina.



1.1 Hipotesis
Los terpenos vegetales inhiben la actividad de la enzima glucosiltransferasa de Escherichia

coli y aumentan la sensibilidad a gentamicina.

1.2 Objetivo General
Analizar el efecto de los terpenos vegetales en la actividad de la enzima glucosiltransferasa

de Escherichia coli y su influencia en la sensibilidad a la gentamicina.

1.3 Objetivos especificos
1.3.1 Identificar in silico las poses de terpenos con glucosiltransferasa con la mayor energia

de afinidad.

1.3.2 Analizar in silico las interacciones entre las poses terpeno-glucosiltransferasa que

mostraron mayor energia de afinidad.

1.3.3 Determinar la estabilidad de las interacciones ligando-proteina que mostraron mayor

energia de afinidad (Panorama competitivo y no competitivo).

1.3.4 Determinar in vitro el efecto de la combinacion de carvacrol y gentamicina sobre el

crecimiento de E. coli.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Resistencia bacteriana a antibioticos, uno de los problemas mas importantes en la

actualidad.

Los antibidticos son medicamentos utilizados para tratar infecciones y enfermedades
bacterianas, ademas de también intentar prevenirlas. A partir del descubrimiento de la
penicilina en el ano 1928 comenzaron a surgir una gran cantidad de antibidticos con diversas
caracteristicas (Cuadro 1), los cuales lograron grandes avances en la medicina moderna. Sin
embargo, con el paso del tiempo se ha observado que la comercializacion de antibidticos
disminuy6 debido al mal uso que se les ha dado (Irfan et al., 2022). Fleming expresd su
preocupacion al inadecuado uso de la penicilina y la facilidad con la que se lograba
desarrollar una resistencia a ésta (Browne et al.,, 2020). Este tipo de resistencia se puede
definir como la capacidad que tienen los microorganismos para inhibir los efectos de diversos
antibioticos (Morehead & Scarbrough, 2018). Es decir, cuando una bacteria se vuelve
resistente significa que comienza a mutar como respuesta a la actividad del medicamento que
se estd aplicando. Esto ocasiona que enfermedades como la neumonia o la tuberculosis sean
mas dificiles y en algunas ocasiones imposibles de poder tratar causando miles de muertes al

afio ademas de ser un gran factor de riesgo para la salud humana.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2014 reconoci? a la resistencia bacteriana a
antibidticos como uno de los problemas que amenazan la salud mundial (Urban-chmiel et al.,
2022). El numero de bacterias resistentes ha ido en aumento debido a la gran velocidad que
tienen para propagarse. La resistencia a antibidticos pone en riesgo la capacidad de curar
enfermedades comunes ya que al hacerse resistentes las bacterias causan infecciones cada
vez mas dificiles de ser tratadas (Irfan et al., 2022). Se estima que para el afio 2050 se podria
alcanzar 10 millones de muertes, ademas de causarle al mercado pérdidas de 100 billones de
dolares (Ragheb et al., 2019). Segun estudios la resistencia a estos fArmacos se organiza en
cuatro periodos de la historia: el primero entre 1945 a 1963 donde se comenzaban a conocer
los riesgos sobre la resistencia, se identificod a Staphylococcus aureus como una bacteria que
ocasiona brotes de enfermedades y muertes. El segundo periodo abarcé de 1963 a 1981,

donde se reportd la propagacion de bacterias resistentes como lo son Salmonella
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typhymurium tanto en humanos como en animales. En el presente se ha dado a conocer que

la resistencia ademas afecta al medio ambiente. El tercer periodo abarcé de 1981 a 1992

donde la OMS comenzd a tomar en cuenta las advertencias hechas con anterioridad,

comenzando a difundir informacion sobre la patogenicidad y los mecanismos de accion de

estas bacterias. Por ultimo, el cuarto periodo abarco los afios de 1992 a 2013 donde se

considerdé como una amenaza emergente y se promovieron estrategias para disminuir el uso

de antibidticos, ademas de senalar su impacto en la economia mundial.

Cuadro 1. Clasificacion de los antibioticos

Grupo

Antibidtico

Betalactamicos

Penicilina G
Penicilina V
Cloxacilina
o Amoxicilina
Penicilinas o
Ampicilina (+ sulbactam)
Amoxicilina (+ clavulanica)

Piperacilina

Piperacilina (+tazabactam)

) Primera generacion:
Cefalosporinas

Cefadroxilo

Cefalexina

Cefazolina

Segunda generacion:
Cefaclor
Cefoxitina

Cefuroxima

Monobactamas Tercera generacion:

L. Cefditoreno
L. Cefixima
Cefminox
Cefpodoxima
Ceftazidima

. Ceftriaxona




Cuarta generacion:
Cefepima

Aztreonam

Carbapenémicos

Imipenem
Meropenem

Ertapenem

Tetraciclinas

Clortetraciclina
Doxixiclina
Minociclina
Oxitetraciclina
Tetraciclina

Tigeciclina

Aminoglicosidos

Amikacina
Espectinomicina
Estreptomicina
Gentamicina
Kanamicina
Neomicina

Tobramicina

Polipeptidicos

Bacitracina

Gramicidina

Glucopeptidicos
Peptidicos

Vancomicina

Teicoplanina

Lipopéptidos

Daptomicina

Polimixinas

Polimixina B

Colistina

Quinolonas

Acido pipemidico
Ciproloxacino
Levoloxacino
Moxiloxacino
Norloxacino

Oloxacin

Fuente: Arco, (2014).




Entre las bacterias que se han vuelto resistentes a los antibidticos se encuentra Escherichia
coli es una bacteria Gram negativa que causa el mayor numero de infecciones graves tanto
en humanos como en animales. Este patogeno se transmite principalmente por medio del mal
manejo y procesamiento de los alimentos, ademés de ser una de las principales causas de
mastitis en ganado, dando como resultado que se pueda transmitir el patégeno a los seres
humanos por medio del consumo de productos lacteos. Debido a esto es que el uso en exceso
de antibidticos ha provocado el desarrollo de cepas resistentes de E. coli. (Pajohi Alamoti et
al., 2022). Datos recientes indican que las cepas de E. coli son resistentes a todo tipo de
antibioticos incluyendo la produccion de betalactamasas, carbapenemasas, resistencia a
fluroquinolonas, aminoglucosidos y colistina. La resistencia de E. coli se debe al desarrollo

de mecanismos como la inactivacion del antibidtico y de algunas enzimas (Paitan, 2018).

Los antibidticos cuentan con diversos mecanismos de accion como la inhibicion de la sintesis
de la pared celular (antibidticos B-lactamicos y glucopéptidos), antibidticos que alteran a la
membrana celular bacteriana (lipopéptidos ciclicos y polimixinas), antibioticos que inhiben
la sintesis de acidos nucleicos (quinolonas y rifamicinas), antibidticos que inhiben la sintesis
de proteinas (tetraciclinas, aminoglucdsidos, macrolidos, lincosamidas y oxazolidinonas) y
sustancias antimicrobianas que interfieren con las vias metabolicas (sulfonamidas por si solas
0 en conjunto con trimetoprim) (Baran et al., 2023). En caso de los aminoglucésidos las
causas de su resistencia son mutaciones que alteran los sitios de union de los antibidticos.
Las bacterias que producen aminoglucdsidos se protegen de sus propios metabolitos por
medio de metiltransferasas las cuales inhiben la unién con su ARN. Otro de los mecanismos
de resistencia son las enzimas que modifican a este tipo de antibidticos. Se dividen en tres
grupos, las acetiltransferasas que catalizan la acetilacion de los aminoazlcares, en
nucleotidriltransferasas que unen nucledtidos a los grupos hidroxilo y por ultimo se
encuentran las fosfotransferasas las cuales fosforilan el grupo hidroxilo del antibidtico

(Urban-chmiel et al., 2022).

La gentamicina es un antibidtico aminoglucésido de amplio espectro que es usado
preferentemente contra bacterias aerobias Gram negativas. Es uno de los aminoglucosidos
mas recetados debido a su bajo costo y su gran disponibilidad. Otro beneficio de la

gentamicina es que genera sinergia cuando se combina con otros antibacterianos como los



betalactdmicos (Tiwari et al., 2021). Durante los ultimos afnos se ha demostrado que la
gentamicina tiene buenos resultados clinicos, es empleada también para el tratamiento de
infecciones actinomicoticas, apendicitis, fibrosis quistica, entre otras (Chen et al., 2014). El
mecanismo de accion de la gentamicina implica la inhibicion de la sintesis proteica bacteriana
al unirse al ribosoma bacteriano, lo que resulta en la detencion de la sintesis de proteinas y

afecta la funcion y supervivencia de la bacteria (Shan et al., 2015).

La resistencia a los antibidticos es una crisis que debe abordarse lo antes posible para evitar
que las enfermedades lleguen a ser més graves de lo que se han registrado (Podolsky, 2018).
Son diversas las causas que originan que las bacterias obtengan tal resistencia, pero la
mayoria se relaciona con el mal uso de agentes antimicrobianos en la medicina y en la
industria agricola. También influye la forma del cambio en la alimentacioén de la poblacion,
la contaminacion de aguas residuales y residuos que se obtienen de las industrias

farmacéuticas y de hospitales (Irfan et al., 2022).

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos de resistencia como las mutaciones que se
observan al ser expuestas al antibidtico y la transferencia horizontal de genes, donde obtienen
genes con mutaciones provenientes de bacterias que cuentan con una resistencia mayor. El
desarrollo de nuevos antibidticos ha ido en decadencia ya que algunos de ellos se volvieron
ineficaces para tratar enfermedades, por lo que se han intentado buscar nuevos métodos para

evitarlo (Browne et al., 2020).

El tipo mds comun de resistencia es la innata, esto sucede cuando una bacteria tiene la
ausencia de un receptor necesario para el antibidtico, impermeabilidad de la pared celular o
por la produccion de ciertas enzimas. Estos cambios se dividen en dos grupos, cambios
primarios y cambios secundarios, en el caso del primer grupo son el resultado de una
mutacion que se forma de manera espontdnea y no es necesario que tenga contacto con el
antibiotico. Se ha propuesto que las bacterias obtienen su resistencia eliminando la parte
activa del antibiotico, provocando cambios a la estructura, cambios a nivel enzimatico, la
sobreexpresion de la enzima inactivada por el antibidtico, asi como también por medio de
nuevas vias metabdlicas y por medio del aumento en la concentracion de los metabolitos que

inhiben la accién del antibiotico (Urban-chmiel et al., 2022).



2.2 Aplicacion de aceites esenciales como estrategia de control en la formacion de

biopeliculas.

Una biopelicula es una comunidad de células bacterianas envueltas en una matriz polimérica
extracelular que se adhiere a superficies biodticas y abidticas (Miquel et al., 2016). La
biopelicula estd compuesta por sustancias poliméricas extracelulares (SPE) que son
producidas por las células y se encuentran principalmente conformados por polisacaridos,
proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Ortega-Ramirez et al., 2020). Las SPE se encargan de
proteger a las células de diversos factores ambientales incluyendo la exposicion a agentes
antimicrobianos, ademas le ofrecen una barrera fisica y quimica a la biopelicula para que esta
pueda sobrevivir a condiciones agresivas, estas pueden incluir la exposicion a agentes
antimicrobianos, cambios en la temperatura, la presion osmdtica, y otros estresores
ambientales. (Miquel et al., 2016). E. coli puede formar biopeliculas en superficies que son
usadas para transportar y almacenar alimentos o en superficies de acero inoxidable (Ryu &
Beuchat, 2005). La formacién de biopeliculas puede favorecerse debido a diversos factores
como los cambios de nutrientes, temperatura, presion osmotica, pH, entre otros. E. coli divide
su proceso de formacion de biopeliculas en cinco etapas: adhesion reversible, adhesion
irreversible, formacioén de colonias, maduracién de biopeliculas y por ultimo dispersion

(Zhou, et al., 2022).

En la adhesion reversible los microorganismos captan nutrientes y por medio de sus
organulos y proteinas de membrana van a intentar adherirse a la superficie. En la adhesion
irreversible los microorganismos comienzan a expulsar SPE que ayudan a una mejor
adhesion con la superficie. La formacion de colonias ocurre cuando los microorganismos que
se encuentran en la superficie comienzan a crecer. Durante este proceso las SPE van en
aumento para asi formar una capa de gel en la superficie que cumple como una barrera
protectora para las bacterias. Durante la maduracion de la biopelicula las colonias de la
bacteria se acumulan y aumentan el grosor de la pelicula para asi pasar a tener una estructura
tridimensional. Por ultimo, la dispersion de la biopelicula se puede dividir en dos procesos,
dispersion activa y pasiva, en el caso del primer tipo se producen enzimas que van a degradar

la matriz de la biopelicula causando asi su dispersion. Por otro lado, en la dispersion pasiva



la degradacién dependerd de factores externos, siendo uno de ellos el desgaste de la

biopelicula (Zhou, et al., 2022).

Dispersion Formacion
@ A @ de colonias
8 . ® Formacion

‘«' de una - IS

biopelicula

@ Maduracién

Figura 1. Formacion de biopeliculas.

Elaboracién propia con base en Zhou et al., (2022).

La formacién de biopeliculas en E. coli resulta ser una amenaza al momento de procesar y
producir alimento. Una vez que la biopelicula se forma la bacteria aumenta 500 veces mas
su resistencia a desinfectantes por lo cual el uso de estos deberd aumentar entre 10 a 100
veces mas para lograr la muerte de la bacteria. E. coli puede encontrarse en todas las etapas
de la produccion de alimentos por su facilidad de formar biopeliculas en superficies de acero
inoxidable, desaglies y paredes en areas de procesamiento de alimentos. Si se observa la
presencia de E. coli en un alimento este deberd ser retirado ya que representa una gran
amenaza para la salud de los consumidores y puede representar grandes pérdidas econdmicas

(Zhou, et al., 2022).
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Debido a esta problematica se requiere encontrar agentes antimicrobianos alternativos y con
mayor eficacia para combatir a la resistencia a los antibidticos que causan las biopeliculas

(Basavegowda & Baek, 2022).

Como estrategia para combatir la resistencia a antibioticos, el uso de extractos de plantas
puede fungir como una estrategia prometedora por su contenido de compuestos bioactivos.
Compuestos como alcaloides, fenoles, taninos, flavonoides y péptidos son responsables de la
actividad antimicrobiana de los extractos que los contienen, Se ha observado que las
combinaciones de dos o mds extractos de plantas producen una mejor capacidad
antimicrobiana, la cual puede aumentar su eficacia si se combina con algin antibiotico. Otra
estrategia que se ha desarrollado es el uso de la combinacién de aceites esenciales y
antibidticos (Basavegowda & Baek, 2022). Los aceites esenciales son sustancias hidrofobicas
provenientes del metabolismo secundario de plantas aromadticas. Estos aceites pueden
encontrarse en flores, raices, tallos y hojas de dichas plantas y han logrado disminuir la
resistencia bacteriana (Ersanli ef al., 2023). Son aceptados por los consumidores debido a su

alta volatilidad y su capacidad de ser biodegradables (Pajohi Alamoti et al., 2022).

Los aceites esenciales son conocidos por su actividad antimicrobiana, que se debe tanto a su
composicion quimica como a la cantidad de cada componente presente en el aceite. Estan
compuestos principalmente por terpenos y terpenoides, siendo hidrofobos en su mayoria.
Esta hidrofobicidad les permite penetrar la membrana celular bacteriana y provocar su
destruccion, lo que resulta en la muerte de la célula. Ademads, su mecanismo de accion inhibe
el crecimiento bacteriano y también tiene la capacidad de prevenir la formacion de
biopeliculas. Los componentes hidrofobicos impregnan las sustancias lipidicas de la
membrana celular y disminuyen la formacion de biopeliculas, mientras que los hidrofilicos
se difunden a través de la matriz de exopolisacaridos de la biopelicula (Ersanli et al., 2023).
La eficacia de un aceite esencial cambia seglin la especie de planta de la que provengan y la
bacteria a la cual se le est4 aplicando segun la estructura de su pared celular. Se ha reportado
que en aceites esenciales comerciales como lo son de anis, canela, comino, clavo, limon,
orégano y laurel se encuentran componentes como el timol y carvacrol los cuales tienen una
mayor actividad antibacteriana en diferentes microorganismos como S. typhimuriumy E. coli

(Basavegowda & Baek, 2022).
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Los aceites esenciales actian de manera sinérgica, es decir, al combinar dos sustancias se
crea un efecto mayor que el que tendria cada componente de manera individual. En el caso
de los agentes antimicrobianos se observa que la sinergia entre la combinacion ya sea de
extractos de plantas o aceites esenciales con antibioticos convencionales ha demostrado ser
una estrategia prometedora para el prevenir el desarrollo de resistencia bacteriana

(Basavegowda & Baek, 2022),

2.3 Efecto inhibitorio de los terpenos vegetales combinados con gentamicina sobre la

actividad de la enzima glucosiltransferasa de Escherichia coli.

Las biopeliculas de E. coli contienen celulosa, un exopolisacarido que ha demostrado inhibir
a los desinfectantes. La sintesis de la celulosa estd mediada por la enzima glucosiltransferasa,
que se divide en complejos BesA, BesB y BesC. Estos complejos son responsables de la
polimerizacién y secrecion de la celulosa, promoviendo la formacion de biopeliculas
(Ortega-Ramirez et al., 2020). La celulosa es un polimero formado por moléculas de glucosa
unidas a los carbonos C1 y C4, y su sintesis se lleva a cabo mediante glucosiltransferasas que
polimerizan la glucosa activada por UDP. Las subunidades BscA y BscB forman un complejo
que transporta y sintetiza la celulosa en las biopeliculas de E. coli. La glucosiltransferasa
contiene una hélice corta, también conocida como "hélice dedo", que interactia con la
glucosa aceptora de la celulosa. La activaciéon de BscA y BscB se produce mediante la
molécula c-di-GMP, la cual controla la expresion de genes especificos en las células
bacterianas (Ortega-Ramirez et al., 2020). La estructura de la BscA-BscB consta de 18
glucosas, un “lazo de entrada” que permite a la glucosa terminal tener contacto con la entrada
del canal transmembranal (TM) de BscA, que contiene el aminoacido Trp383. Cuando el
dedo hélice se posiciona hacia la entrada del canal TM, el aminoacido Asp343 se acerca al
C4 de la glucosa terminal de la celulosa (Figura 2). Esto provoca que el sitio activo de BscA
quede vacio, lo que da lugar a que la estructura de la enzima inicie nuevamente un ciclo de

elongacion de la cadena de glucosas (Morgan et al., 2016).
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Figura 2. Estructura de la enzima glucosiltransferasa y su sitio activo (5EIY).

Elaboracion propia con base en Morgan et al., (2016).

Las biopeliculas pueden ser dificiles de eliminar ya que son resistentes a desinfectantes. Sin
embargo, se ha descubierto que ciertos compuestos naturales, como los terpenos vegetales,
tienen propiedades antibiopelicula. Los terpenos vegetales son compuestos naturales que se
producen en plantas y desempefian un papel importante en la proteccion de esta contra
patogenos y otros factores estresantes, pueden ser toxicos para insectos, hongos y bacterias
(Kotsinis et al., 2023). Los terpenos vegetales se pueden encontrar en una gran variedad de
aceites esenciales, los cuales se han estudiado en la inhibicion de la formacion de biopeliculas
(Y. G.Kim et al., 2016). Las sustancias de origen vegetal, han sido utilizadas en la medicina
tradicional desde tiempos antiguos. Actualmente, hay alrededor de 300 aceites esenciales
disponibles en el mercado, que ya han sido incorporados en varios productos para consumo
humano debido a su seguridad en dosis pequefias y bajo recomendaciones especificas. Los
terpenos del orégano tienen una excelente actividad antimicrobiana, aunque su sabor y olor

es fuerte pueden ser suavizados al combinarlos con otros compuestos (Scandorieiro et al.,

2023).
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El aceite esencial de orégano, ha demostrado tener actividad antibiopelicula contra patégenos
gram positivos y gram negativos, incluyendo cepas resistentes a multiples antibidticos. Se ha
reportado que el aceite esencial de orégano y sus principales compuestos carvacrol y timol

presentan potencial para utilizarse como agentes antimicrobianos (Figura 3).

Carvacrol Timol

Figura 3. Terpenos vegetales.

Elaboracion propia, estructuras obtenidas de PubChem
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III.MATERIALES Y METODOS

3.1 Estructuras de los ligandos y proteina utilizados en el estudio.

Para la siguiente investigacion se llevo a cabo una recopilacion de las estructuras de los
compuestos estudiados usando la plataforma PubChem (S. Kim et al., 2021) para conocer
las caracteristicas fisicoquimicas y la estructura del Carvacrol (CID 10364), Timol (CID
6989), Cimeno (CID 7463), Citral (CID 638011), Eugenol (CID 3314), Eucaliptol (CID
2758), Mirceno (CID 31253), Limoneno (CID 22311), Cariofileno (CID 5281515) y
Linaloo (CID 6549). De igual forma se obtuvo la estructura del antibiético Gentamicina
(CID 3467). Por su parte la estructura cristalografica de la Glucosiltransferasa (SEIY, EC
2.4.1.12) se obtuvo de la plataforma Protein Data Bank (Berman et al., 2000).

3.2 Determinacion de interacciones moleculares entre glucosiltransferasa, gentamicina

y terpenos vegetales.
Para el procedimiento de anclaje molecular se empled el software UCSF Chimera version
1.16 (Pettersen et al., 2004) para procesar las estructuras de los terpenos vegetales, el
antibidtico gentamicina y la enzima glucosiltransferasa. Después, se realizo la
minimizacion de la estructura de cada molécula con el fin de optimizar las posiciones de
los 4tomos y garantizar su estabilidad energética. Posteriormente, se seleccionaron las
coordenadas de interaccion en el sitio activo de la glucosiltransferasa, simulando panoramas
competitivos y no competitivos. Estas coordenadas se introdujeron en la herramienta
"Autodock-vina" para llevar a cabo el acoplamiento molecular y obtener datos que
permitieran identificar la mejor pose de interaccion ligando-proteina con una alta energia
de afinidad (expresada en Kcal/mol) y una baja desviacion cuadratica media (RMSD).
Mientras que con el software BIOVIA Discovery Studio 2021 se seleccionaron las
interacciones del ligando, para después hacer la seleccion de superficies hidrofobicas en el

receptor y finalizar con la visualizacion de las interacciones en el diagrama 2D y 3D.
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3.3 Evaluacion de la estabilidad de las interacciones moleculares entre terpenos y la
enzima glucosiltransferasa a lo largo de una simulacion de dinamica molecular.

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de las interacciones moleculares entre las
combinaciones de terpenos y la enzima glucosiltransferasa, se llevo a cabo una simulacién
de dindmica molecular utilizando el software GROMACS. Este software proporciona un
conjunto de herramientas altamente eficientes y escalables para la simulaciéon molecular. El
proceso comenzd con la preparacion de la topologia de las moléculas, que define las
caracteristicas fisicas y quimicas del sistema de estudio. Esta etapa incluy6 una descripcion
detallada de las moléculas y las fuerzas interatomicas. Después, se procedi6 a la preparacion
del sistema de simulacion, que involucrd la solvatacion del sistema ligando-enzima, la
minimizacion y la adicion de iones. La solvatacion consistio en la creacion de un entorno
acuoso para simular las condiciones biologicas en las que suelen tener lugar las interacciones
moleculares. La minimizacion se realizd para reducir la energia potencial del sistema y
garantizar un estado inicial estable para la simulacion. La adicion de iones se llevo a cabo
para neutralizar la carga del sistema. Posteriormente, se realizo el equilibrio de la simulacion,
un proceso esencial para estabilizar las condiciones de temperatura y presion en el sistema.
Una vez alcanzado el equilibrio, se procedi6 a 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 realizo un analisis detallado de la
desviacion cuadratica media de la posicion del ligando en la enzima durante un periodo de
50 nanosegundos. Esta medida proporcioné informacion sobre la estabilidad de las
interacciones ligando-enzima a lo largo del tiempo, permitiendo evaluar la viabilidad de las

combinaciones de terpenos para inhibir la actividad de la glucosiltransferasa.

3.4 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de carvacrol contra
Escherichia coli.

Se evalud el efecto antibacteriano del carvacrol (W282197, Sigma Aldrich, Toluca, México)
contra E. coli, siguiendo el protocolo descrito por Tapia-Rodriguez (2018). Se prepararon
diferentes concentraciones de carvacrol en un rango de 0 a 3 mg/mL utilizando tubos de
ensayo que contenian 6 mL de medio de cultivo Luria Bertani y un inoculo ajustado a 106

UFC/mL de E. coli. Los tubos se incubaron a 37°C durante 24 horas.
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La Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) (mg/mL) se determind como la concentracion
mas baja de carvacrol que inhibid el crecimiento bacteriano de E. coli. Se identifico
visualmente la menor concentracion que no presentd crecimiento visible de la bacteria. Todos

los experimentos se realizaron en triplicado.

3.5 Evaluacion de cambios en la sensibilidad de Escherichia coli a la gentamicina
mediante la medicion del diametro del halo de inhibicion tras la exposicion previa al
carvacrol.

Una vez determinada la CMI de carvacrol contra E. coli, se procedi6 a evaluar los cambios
en la sensibilidad de la bacteria a la gentamicina (discos con 10 pg) utilizando el método de
disco de difusion. Se prepararon placas de agar con medio de cultivo Mueller-Hinton,
utilizando cepas previamente expuestas a la CMI de carvacrol y un control con la bacteria
sin exposicion previa. Se colocaron discos impregnados con gentamicina en la superficie de
las placas, asegurando una distribucion uniforme. Las placas se incubaron a 37°C durante 24
horas. Después de la incubacion, se midio el didmetro del halo de inhibicion formado
alrededor de cada disco de gentamicina. Este diametro refleja la sensibilidad de E. coli a la
accion antibacteriana de la gentamicina. Se registraron los valores de los diametros de
inhibicion para el grupo control y el grupo tratado con carvacrol. Se compararon los
diametros de inhibicion (mm) obtenidos entre los dos grupos para determinar los cambios en
la sensibilidad a la gentamicina tras la exposicion previa a carvacrol. Todos los experimentos

se llevaron a cabo en triplicado.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Energias de afinidad de diferentes ligandos competitivos y no competitivos hacia la

enzima glucosiltransferasa

Los resultados muestran una variacion en la afinidad de diferentes ligandos hacia la enzima
glucosiltransferasa, esencial en la formacion de la biopelicula de E. coli. Se observa una clara
tendencia en la cual el carvacrol y el timol, dos terpenos derivados de plantas, exhiben una

alta afinidad tanto en un panorama competitivo como no competitivo.

El carvacrol muestra una afinidad competitiva de -7.3 kcal/mol, siendo el terpeno con la
segunda mayor afinidad después del sustrato natural, UDP-glucosa (Cuadro 2). Ademas, en
condiciones no competitivas, el carvacrol sigue manteniendo una alta afinidad de -4.7
kcal/mol (Cuadro 2). Estos resultados sugieren que el carvacrol puede tener un papel
importante como inhibidor de la glucosiltransferasa, interfiriendo en la sintesis de la
biopelicula de E. coli. De manera similar, el timol también presenta una alta afinidad
competitiva y no competitiva de -6.9 kcal/mol y -4.7 kcal/mol, respectivamente. Estos
resultados respaldan la idea de que el timol podria funcionar como un potencial inhibidor de

la glucosiltransferasa.

El cariofileno también muestra una afinidad competitiva significativa de -6.9 kcal/mol y no
competitiva de -4.9 kcal/mol, lo que indica su posible papel en la inhibicion de la
glucosiltransferasa (Cuadro 2). Estos hallazgos resaltan el potencial del carvacrol, timol y
cariofileno como inhibidores competitivos y no competitivos de la glucosiltransferasa. Estos
compuestos naturales pueden desempenar un papel clave en la interferencia de la formacion
de la biopelicula bacteriana, lo que representa un nuevo enfoque en la lucha contra las

infecciones bacterianas.
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Cuadro 2: Energias de Afinidad de Diferentes Ligandos Competitivos y No Competitivos

hacia la Enzima Glucosiltransferasa.

Ligando Afinidad competitiva Afinidad no competitiva
(kcal/mol) (kcal/mol)
UDP-glucosa -10.9 ND
(sustrato)
Gentamicina -8.3 ND
Timol -6.9 -5.5
Cariofileno -6.9 -6.2
Linalool -6.2 -4.4
Eugenol -6.5 -5.1
Eucaliptol -6.1 -4.8
Citral -6.3 -4.7
Mirceno -6.1 -4
Carvacrol -7.3 -5.3
Cimeno -6.6 -5
Limoneno -6.7 -5.1

ND. No determinado

Estos resultados aportan un significativo avance en el entendimiento de la interaccion entre
terpenos y la enzima glucosiltransferasa, responsable de la sintesis de la celulosa en la
formacion de la biopelicula de E. coli. En el contexto competitivo, la evidencia sugiere que
los terpenos, en particular el carvacrol, timol y cariofileno, muestran una considerable
afinidad por la enzima, rivalizando incluso con el sustrato natural, la UDP-glucosa, y con el
antibidtico gentamicina. En el escenario no competitivo, también se observo una marcada

afinidad con el timol y el carvacrol mostrando niveles similares de interaccion.
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Estos hallazgos resaltan el potencial de estos terpenos como inhibidores efectivos de la
enzima glucosiltransferasa, lo que sugiere la posibilidad de su uso en estrategias de
mitigacion de la formacion de biopeliculas en E. coli. El estudio de estas interacciones a nivel
molecular puede ayudar a desvelar nuevos enfoques en la lucha contra las bacterias
resistentes a los antibidticos y proporciona un fundamento para el desarrollo de futuras
investigaciones y posibles aplicaciones terapéuticas de estos compuestos. Estos resultados
son especialmente relevantes en el contexto actual, en el que la resistencia a los antibidticos
se ha convertido en una preocupacion mundial. La posibilidad de encontrar compuestos
naturales que puedan contribuir a la lucha contra este fendmeno es una perspectiva alentadora

y necesaria para el avance de la medicina.

4.2 Tipos de interacciones y estabilidad dinamica entre los terpenos con mayor afinidad
por la glucosiltransferasa en un panorama competitivo

La UDP-glucosa, sustrato principal de la glucosiltransferasa, manifiesta una marcada
afinidad por esta enzima, reflejada en un valor de energia de afinidad de -10.9 kcal/mol,
indicativo de una interaccion favorable y robusta. Esta afinidad se ve reforzada por la
formacion de enlaces de hidrégeno con una serie de aminoacidos en la enzima, incluyendo
ASP180, ASN229, GLUI151, LYS226, TRP383, LYS508, ARG382 y THR506. Estos
enlaces de hidrogeno facilitan la fijacion del sustrato al sitio activo de la enzima,
proporcionando un marco estable para la reaccion catalitica. Ademas de los enlaces de
hidrogeno, la interaccion entre la UDP-glucosa y la glucosiltransferasa también incluye
enlaces carbono-hidrogeno con los aminodcidos ALA225, SER148 y GLY319, asi como
enlaces pi-alquilo con los aminoacidos ALA225 y LYS226 (Figura 4). Estos enlaces
adicionales contribuyen a la estabilidad general del complejo enzima-sustrato. Sin embargo,
no todas las interacciones entre la UDP-glucosa y la glucosiltransferasa son favorables. El
aminoacido ASP246, que presenta una carga positiva, interacta con el sustrato, pero la

naturaleza de esta interaccion no es favorable.
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Figura 4. Interacciones moleculares entre la UDP-glucosa y el sitio activo de la

glucosiltransferasa.

En una posible situacion competitiva, la gentamicina muestra una interaccion notable con la
glucosiltransferasa de E. coli, reflejada en una energia de afinidad de -8.3 kcal/mol. Esta
interaccion comprende una variedad de enlaces, sugiriendo un posible efecto competitivo
contra el sustrato natural, la UDP-glucosa. La gentamicina establece enlaces de hidrogeno
con los aminodcidos ARG382 y LYS226, similares a las interacciones que la UDP-glucosa
realiza con estos residuos. Esto sugiere una potencial competencia por estos sitios de
interaccion. Ademads, la gentamicina establece enlaces carbono-hidrégeno con los
aminoacidos THR506 y HIS276. Ademas, se destaca la presencia de cargas positivas
generadas por la gentamicina en los aminoacidos GLU342, ASP343, ASP180, ASP248,
ASP246 y GLUISI. Estas cargas positivas pueden interactuar electrostaticamente con la
enzima, lo que podria interferir con la interaccion normal de la enzima con la UDP-glucosa.
La gentamicina también forma puentes salinos con los aminoacidos ASP246 y ASP343, una
interaccion que no esta presente con la UDP-glucosa. Un enlace pi-alquilo generado por el
aminoacido HIS249 se establece con la gentamicina, una interaccién que no se observa con

la UDP-glucosa.
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La energia de afinidad de la gentamicina y su potencial competitivo puede ser atribuido a su
interaccion con los residuos ASP246 y TRP383 que interaccionan con la glucosa terminal en
la sintesis de la celulosa. Aunque la gentamicina también genera enlaces desfavorables con
el aminoacido LYS508, el balance de estas interacciones puede dar lugar a una inhibicién

competitiva de la actividad de la glucosiltransferasa por parte de la gentamicina (Figura 5).
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Figura 5. Interacciones moleculares entre la gentamicina y el sitio activo de la
glucosiltransferasa.
En un contexto de competencia potencial, el terpeno carvacrol muestra una afinidad
significativa hacia la glucosiltransferasa de E. coli, reflejada en una energia de afinidad de -
7.3 kcal/mol. Esta interaccion, aunque menor que la de la UDP-glucosa, es notable y podria
tener implicancias en la actividad de la enzima. El carvacrol establece multiples interacciones
con la enzima, incluyendo enlaces pi-sigma y apilamientos pi-pi con el aminoacido TYR149,
un residuo que no interactua con la UDP-glucosa. Esto sugiere un posible sitio de union
alternativo para el carvacrol. Ademas, el carvacrol genera apilamientos pi-amida con el

aminodcido SER 148, y enlaces pi-alquilo con los aminoacidos LYS226, PHES503 y TYR149.
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Esta ultima interaccion es notable, ya que la LY S226 también establece interacciones con la
UDP-glucosa y la gentamicina, sugiriendo una competencia potencial. Ademas, el carvacrol
establece enlaces alquilo con los aminoacidos PRO147, LYS226 y ALA225, ampliando atin
mas su rango de interaccion con la glucosiltransferasa (Figura 6). Estos hallazgos sugieren
que el carvacrol tiene la capacidad de interactuar con la glucosiltransferasa, posiblemente
interfiriendo con la unién y procesamiento de la UDP-glucosa. Esta interaccion puede inhibir
la actividad de la glucosiltransferasa, bloqueando potencialmente la sintesis de la celulosa y,

en ultima instancia, la formacién de la biopelicula por parte de E. coli.
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Figura 6. Interacciones moleculares entre el carvacrol y el sitio activo de la
glucosiltransferasa.
En el caso del terpeno timol, se presenta una afinidad notable hacia la enzima
glucosiltransferasa de E. coli, mostrando una energia de afinidad de -6.9 kcal/mol. Aunque
este valor es menor que el de la UDP-glucosa y el carvacrol, todavia sugiere una interaccion
potencialmente relevante con la enzima. El timol establece un enlace de hidrogeno con el
aminoacido ASP180, una interaccion electrostatica que no es compartida por el carvacrol, y

que si es presente en la interaccion entre la UDP-glucosa y la enzima.

Este hallazgo sugiere una posible competencia entre el timol y la UDP-glucosa por el sitio

de uniodn en la glucosiltransferasa.
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Ademas, el timol genera una interaccion pi-sigma con el aminodcido TYR149, al igual que
el carvacrol, lo que sugiere un posible sitio de unidn alternativo para el timol. También se
observan enlaces alquilo con los aminoacidos LYS226 y ALA225, al igual que en la
interaccion entre el carvacrol y la enzima. Esta observacion es notable dado que la LYS226
también establece interacciones con la UDP-glucosa y la gentamicina, lo que sugiere un
panorama de competencia potencial. El timol también establece enlaces pi-alquilo con los
aminoacidos VALS505, PHES03 y ALA225, lo que indica una interaccién diversa con la
enzima (Figura 7). En conjunto, estos hallazgos sugieren que el timol puede interactuar con
la glucosiltransferasa de E. coli a través de multiples interacciones débiles. Aunque se
necesitan mas estudios para confirmar la relevancia bioldgica de estas interacciones, estos
resultados indican un posible papel del timol en la inhibicién de la glucosiltransferasa,
potencialmente interfiriendo en la sintesis de la celulosa y, por lo tanto, en la formacién de

la biopelicula en E. coli.
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Figura 7. Interacciones moleculares entre el timol y el sitio activo de la glucosiltransferasa.
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El cariofileno, un terpeno, exhibe interacciones notables con la enzima glucosiltransferasa de
E. coli, mostrando una energia de afinidad de -6.9 kcal/mol. Aunque esta energia es mas baja
en comparacion con otros compuestos como la UDP-glucosa o el carvacrol, aun sugiere una
interaccion significativa con la enzima. El cariofileno establece enlaces alquilo con los
aminoacidos PRO147, LYS226 y VALS505, lo que demuestra una posible interaccion
hidrofobica con la enzima. Esto es interesante, ya que estas interacciones hidrofobicas no son
comunes con la UDP-glucosa y otros inhibidores potenciales como el carvacrol o el timol.
Ademas, el cariofileno establece enlaces pi-alquilo con los aminoacidos TYR149 y PHES03,
proporcionando evidencia de interacciones de tipo van der Waals con la enzima. Estas
interacciones indican un panorama de union alternativo y quizas complementario al de otros
compuestos que se unen a la glucosiltransferasa (Figura 8). En consecuencia, estos hallazgos
sugieren que el cariofileno podria tener un impacto en la actividad de la glucosiltransferasa
de E. coli. La capacidad del cariofileno para interactuar con la enzima y posiblemente alterar
su estructura y funcion sugiere un posible papel en la inhibicion de la glucosiltransferasa y,
por lo tanto, en la interrupcion de la formacion de biopeliculas en E. coli. Esta informacion
afiade otro nivel de comprension a la gama de estrategias potenciales para combatir las

infecciones por E. coli resistentes a los medicamentos.

PHES03
1

VAL505 YR

%\. b / - PHE
i
N .

PRO z x \
A 147, S S )

LYs
A 226,

PRO147 y LYS226

[1 Alquilo [ | Pi-alquilo
Energia de afinidad:
-6.9 kcal/mol

Figura 8. Interacciones moleculares entre el cariofileno y el sitio activo de la

glucosiltransferasa.
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En un estudio anterior, Ortega-Ramirez et al. (2020) investigaron el efecto de terpenos
vegetales, como el citral y el geraniol, en la actividad de la enzima glucosiltransferasa.
Mediante analisis de acoplamiento, se observo que estos terpenos interactuaban con el lazo
de entrada y el dedo hélice de la enzima, mostrando una alta afinidad con valores de energia
de -5.8 kcal/mol para el citral y -6.1 kcal/mol para el geraniol. Estos terpenos demostraron
ser capaces de inhibir el crecimiento planctonico de E. coli al degradar las proteinas presentes
en la membrana celular. En este caso, el citral exhibié una mayor actividad antibacteriana

debido a las interacciones hidrofobicas que establecio.

Las simulaciones de dindmica molecular en GROMACS se utilizaron para analizar la
estabilidad de las interacciones entre la glucosiltransferasa y los tres ligandos: UDP-glucosa,
timol y carvacrol. Las fluctuaciones en el RMSD del backbone (Figura 9), que pueden
interpretarse como medidas de la estabilidad de las interacciones proteina-ligando que
proporcionan una vision cuantitativa de estas relaciones. Durante una simulacion de 50
nanosegundos las interacciones de la UDP-glucosa y el timol con la glucosiltransferasa se
mantuvieron estables (Figura 10 y 12), ya que las variaciones en el RMSD del backbone no
excedieron los 0.1 nm. Esto sugiere que ambos ligandos, uno como sustrato y el otro como
potencial inhibidor competitivo, mantuvieron su posicion y orientacion con respecto a la
enzima a lo largo de la simulacion, evidenciando una posible unién fuerte y estable. Sin
embargo, el carvacrol durante una simulacién de 50 nanosegundos (Figura 11), mostr6é una
ligera desviaciéon mayor en su RMSD del backbone, pasando de 0.1 nm, lo que indica una
mayor variabilidad en su interaccion con la glucosiltransferasa. Aunque esto podria sugerir
una menor estabilidad en comparacion con la UDP-glucosa y el timol, también podria reflejar
una mayor flexibilidad del carvacrol en su unidon con la enzima, lo que podria ser relevante

para su mecanismo de accion.

26



0.4 T l T l T ] T ] T l T l T I T I T l T

0.3
— - M ‘ | ,
I A iy 4,,MMWM
E 02 i|,1‘|}|" '\‘ |“ ""|'tyq“|\[ _.‘l“"’}'hmlel!Iwhl‘.']', Ay Al ‘ ! . | j
17 e e
Z il
+4 \
0.1+ —
Il UDP glucosa
1 [ Timol
I Carvacrol
0 1 ] L I 1 I 1 I 1 I 1 l 1 I 1 I L I 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (ns)

Figura 9. Cambios en la posicion de los terpenos en el sitio activo de la glucosiltransferasa.

Figura 10. Estabilidad de UDP-glucosa con la enzima glucosiltransferasa.
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Figura 12. Estabilidad del timol con la enzima glucosiltransferasa.
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El andlisis de las interacciones y estabilidad de los terpenos (timol y carvacrol) con la enzima
glucosiltransferasa aporta informaciéon valiosa para entender su potencial actividad
antibacteriana, especificamente contra E. coli. La formacion de biopeliculas por esta bacteria
es un problema significativo en la salud humana y en diversas industrias, por lo que encontrar
maneras de inhibir su formacion es de gran importancia. La interaccion de los terpenos con
la enzima glucosiltransferasa, que esta implicada en la sintesis de la celulosa y la formacion
de biopeliculas, sugiere que estos compuestos podrian ser candidatos potenciales para inhibir
este proceso. En particular, el timol y el carvacrol demostraron una union y una estabilidad
notables en el sitio activo de la enzima durante las simulaciones de dinamica molecular, lo
que podria reflejar una posible inhibicién de la actividad enzimatica. Estos hallazgos
representan un avance en la comprension de como los terpenos pueden actuar como agentes
antibacterianos, y abre el camino para futuros estudios experimentales que verifiquen estos
resultados in silico. Estos resultados podrian contribuir a la busqueda de nuevas estrategias
para combatir la formacion de biopeliculas de E. coli, utilizando compuestos naturales como
los terpenos, que podrian tener un menor impacto en la resistencia bacteriana comparado con

los antibidticos convencionales.

4.3 Tipos de interacciones y estabilidad dinamica entre los terpenos con mayor afinidad
por el lazo de entrada a la glucosiltransferasa en un panorama no competitivo

Las interacciones observadas para el carvacrol con el lazo de entrada de la glucosiltransferasa
revelaron la presencia de dos puentes de hidrogeno. El primero se formo6 entre el carvacrol y
el residuo de glutamato (GLUS514), mientras que el segundo puente de hidrogeno se
establecio con el residuo de serina (SER513). Estas interacciones de puente de hidrogeno,
junto con las interacciones de tipo pi-pi apiladas y pi-alquilo con el residuo de tirosina
(TYR516), contribuyen a la estabilidad de la union entre el carvacrol y la enzima. La
interaccion de carvacrol con SER513, GLUS514 y TYRS516 podria afectar la actividad de la
enzima debido a que son residuos que forman parte del lazo de entrada al sitio activo. Dicha
unidn podria afectar la flexibilidad del lazo impidiendo el posicionamiento necesario para la
traslocacion de la UDP-glucosa al sitio activo. Estas interacciones especificas, junto con la
energia de afinidad en este sitio de -4.7 kcal/mol, proporcionan informacion crucial sobre los
mecanismos de union y la fuerza de interaccion entre el carvacrol y el lazo de entrada de la

glucosiltransferasa (Figura 13).
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Estos hallazgos respaldan el potencial del carvacrol como un inhibidor de la actividad de la

enzima y su posible impacto en la formacion de biopeliculas en E. coli.
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Figura 13. Interacciones moleculares entre el carvacrol y el sitio activo de la

glucosiltransferasa (Panorama no competitivo).

Las interacciones observadas para el timol con el lazo de entrada de la glucosiltransferasa
mostraron una energia de afinidad de -4.7 kcal/mol. Durante la interaccion, se formaron dos
puentes de hidrégeno, uno con el residuo de serina (SER513) y otro con el residuo de
glutamato (GLUS514). Estas interacciones de puente de hidrégeno contribuyen a la estabilidad
de la unién entre el timol y la enzima. Ademas de los puentes de hidrogeno, se detectd una
interaccion de tipo pi-pi alquilada entre el timol y el residuo de tirosina (TYR516). Esta
interaccion involucra el apilamiento de los sistemas de electrones aromaticos del timol y la
tirosina, lo que fortalece la unidon entre ambos. También se observo una interaccion de tipo
pi-alquilo con el residuo de leucina (LEU512), donde el timol se acopla a la cadena alquilica
de la leucina. Estas interacciones especificas, junto con la energia de afinidad de -4.7
kcal/mol, resaltan la capacidad del timol para establecer una union favorable con el lazo de
entrada de la glucosiltransferasa (Figura 14). De manera similar al carvacrol, la interaccion
con los residuos mencionados podria afectar el movimiento del lazo de entrada necesario

para la apertura y cerrada del sitio activo.
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Estos hallazgos respaldan el potencial del timol como un inhibidor de la actividad enzimatica

y su posible implicacion en la interferencia con la formacion de biopeliculas en E. coli.
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Figura 14. Interacciones moleculares entre el timol y el sitio activo de la
glucosiltransferasa (Panorama no competitivo).
Las interacciones observadas para el cariofileno con el lazo de entrada de Ia
glucosiltransferasa mostraron una energia de afinidad de -6.9 kcal/mol. Se observa que el
cariofileno genera enlaces alquilo con el residuo de valina (VAL490), lo que implica una
interaccion hidrofobica entre ambos. Ademas, se han identificado varias interacciones tipo
van der Waals entre el cariofileno y varios residuos de arginina (ARG489, ARG502 y
ARG382), treonina (THR385), isoleucina (ILE340 y ILE377), glicina (GLY381), glutamina
(GLN378), tirosina (TYR486) y leucina (LEU487) de la glucosiltransferasa. Estas
interacciones de tipo van der Waals son interacciones débiles pero significativas en la
estabilizacion de la unidn entre el cariofileno y la enzima. La interaccion de cariofileno con
ARGS502 podria afectar la flexibilidad del lazo de entrada por la interaccion de PHE503 uno

de aminodcidos criticos en la actividad catalitica (Figura 15).
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En conjunto, estos resultados sugieren que el cariofileno podria afectar la actividad de la
glucosiltransferasa a través de interacciones especificas en un panorama no competitivo,
estos hallazgos respaldan el potencial del timol como un inhibidor de la actividad enzimatica

y su posible implicacion en la interferencia con la formacion de biopeliculas en E. coli.
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Figura 15. Interacciones moleculares entre el cariofileno y el sitio activo de la
glucosiltransferasa (Panorama no competitivo).
Se observo que tanto el carvacrol, el timol y el cariofileno inicialmente interactuaron con
residuos del lazo de entrada de la glucosiltransferasa (Figura 16). Sin embargo, a medida que
transcurria la simulacion, se observo que el carvacrol y el cariofileno se movieron y se
separaron de los residuos del lazo de entrada (Figura y 19). En contraste, el timol continué
interactuando de manera persistente con los residuos del lazo de entrada a lo largo de la
simulacion (Figura 18). Estas interacciones estables entre el timol y los residuos del lazo de
entrada indican una mayor afinidad y capacidad de unién en comparacidon con los otros
terpenos. Estos hallazgos sugieren que el timol muestra una mayor tendencia a permanecer
y mantener interacciones especificas con los residuos del lazo de entrada de la

glucosiltransferasa durante la actividad enzimatica.
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Esta preferencia puede deberse a factores estructurales y a la naturaleza de las interacciones
moleculares entre el timol y los residuos del lazo. Estos resultados proporcionan una
comprension mas detallada de como los diferentes terpenos interactiian con el lazo de entrada
de la glucosiltransferasa y como estas interacciones pueden influir en la actividad enzimatica

y en la formacion de biopeliculas en E. coli.
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Figura 16. Cambios en la posicion de los terpenos en el sitio activo de la

glucosiltransferasa.
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Figura 18. Estabilidad del timol con la enzima glucosiltransferasa.
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Figura 19. Estabilidad del cariofileno con la enzima glucosiltransferasa.

Durante la actividad de la enzima glucosiltransferasa involucrada en la produccion de
celulosa durante la formacion de biopeliculas, el lazo de entrada también desempeia un papel
significativo. El lazo de entrada es una region estructural de la enzima que se encuentra en
las proximidades del sitio activo y participa en la interaccion con los sustratos y los ligandos.
Se ha observado que el lazo de entrada puede experimentar movimientos flexibles y cambios
conformacionales durante la actividad enzimatica. Estos movimientos pueden ser necesarios
para permitir la unidn y el procesamiento eficiente de los sustratos, como la UDP-glucosa
utilizada en la sintesis de celulosa. Los movimientos del lazo de entrada pueden ser inducidos
por la interaccion con el sustrato y otros ligandos, lo que facilita la formacion de complejos
enzima-sustrato estables y especificos. Estos movimientos pueden implicar cambios en la
estructura y la dindmica del lazo de entrada, lo que contribuye a la adaptacion del sitio activo

de la enzima para realizar las reacciones de transferencia de glucosa.
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El estudio de los movimientos del lazo de entrada durante la actividad de Ia
glucosiltransferasa proporciona informacioén valiosa sobre los mecanismos de uniéon y
catalisis de la enzima. Comprender coémo se regulan y modulan estos movimientos puede
ayudar a optimizar la produccion de celulosa, asi como disefiar estrategias para modular la

actividad enzimatica y regular la formacion de biopeliculas en bacterias patogenas.

El descubrimiento de las interacciones no competitivas estables entre la glucosiltransferasa
y los terpenos, asi como su estabilidad a lo largo de la simulacion de dindmica molecular,
tiene varias implicaciones importantes para la problematica estudiada. Esta problematica se
centra en la resistencia bacteriana y la necesidad de encontrar nuevas estrategias para
combatirla, con un enfoque particular en E. coli y su capacidad para formar biopeliculas
mediante la produccion de celulosa. En primer lugar, las interacciones no competitivas
sugieren que los terpenos podrian potencialmente actuar como inhibidores alostéricos de la
glucosiltransferasa, en lugar de competir directamente con el sustrato para el sitio activo de
la enzima. Esto podria representar una nueva estrategia para inhibir la actividad de la
glucosiltransferasa y, por ende, la formacion de biopeliculas en E. coli. Ademas, la
estabilidad de estas interacciones a lo largo de la simulaciéon de dindmica molecular sugiere
que estos terpenos pueden ser capaces de unirse de manera estable y duradera a la enzima, lo
que podria resultar en una inhibicion mas prolongada de la actividad enzimatica. Esto es
particularmente relevante si se considera que la formacion de biopeliculas es un proceso que
puede durar varias horas o incluso dias, por lo que la capacidad de inhibir de manera sostenida
la actividad de la glucosiltransferasa podria ser crucial para prevenir este proceso. Ortega-
Ramirez et al. evaluaron el proceso de formacion de biopelicula de E.coli en una superficie
de acero inoxidable observando una formacion significativa de biopelicula a partir de las 2 h
de crecimiento con un crecimiento maximo a las 12 h. La formacién de biopelicula fue
relacionado a la formacion de glucanos con una formacion de 23 EG/cm?). Los hallazgos
encontrados este estudio proporcionan una valiosa informacidon sobre el potencial de los
terpenos como inhibidores de la glucosiltransferasa y abren nuevas vias de investigacion para
desarrollar estrategias de combate contra la formacion de biopeliculas en E. coli y, en Gltima

instancia, contra la resistencia bacteriana.
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4.4 Cambios inducidos por el carvacrol en la sensibilidad de Escherichia coli a la
gentamicina

Los resultados obtenidos a través de las pruebas de sensibilidad antibidtica evidencian un
cambio significativo en la susceptibilidad de E. coli al antibiotico gentamicina cuando la
bacteria es pretratada con la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de carvacrol (0.175
mg/mL) (Cuadro 3). En la condicion sin tratamiento previo con carvacrol, el halo de
inhibicion generado por gentamicina sobre E. coli fue de 13.03 mm. Sin embargo, cuando la
bacteria fue pretratada con carvacrol, el halo de inhibiciéon aumenté a 17 mm (Cuadro 4).
Esta diferencia de casi 4 mm sugiere que la presencia de carvacrol en la concentracion usada
puede sensibilizar a la bacteria a la gentamicina, potenciando su efecto antibacteriano. Estos
hallazgos proporcionan evidencia de que el carvacrol puede actuar como potenciador del
efecto de los antibioticos, en este caso la gentamicina, en contra de E. coli. Es posible que el
carvacrol esté perturbando la biopelicula bacteriana o alterando la permeabilidad de la
membrana de E. coli, permitiendo una mayor penetracion del antibidtico, y asi aumentando
su eficacia. Esta observacion abre una potencial via de estudio para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas en el combate de las infecciones por E. coli, mediante la combinacion

de compuestos naturales como carvacrol y antibidticos tradicionales como la gentamicina.

Cuadro 3: Concentraciéon minima inhibitoria (MIC) del terpeno carvacrol

CMI de carvacrol (mg/mL).

0.175

Cuadro 4: Didmetro de los halos de inhibiciéon con un tratamiento de gentamicina.

Tratamiento Promedio de medida del halo de inhibicion
(mm)
Gentamicina 13.03 £0.55
Gentamicina+ CMI de carvacrol 17+0.2
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Figura 20. Tratamiento con gentamicina

(A), tratamiento con gentamicina y CMI de carvacrol (B).

El aumento en la sensibilidad de E. coli al antibidtico gentamicina tras el pretratamiento con
carvacrol tiene implicaciones significativas en la lucha contra las infecciones resistentes a los
antibidticos (Figura 20). Este resultado, junto con la evidencia de las interacciones estables
entre el carvacrol y la enzima glucosiltransferasa, resalta el potencial del carvacrol como un
agente potenciador de los antibidticos y, posiblemente, como un inhibidor de la formacioén
de biopeliculas bacterianas. Las biopeliculas son comunidades de bacterias que se adhieren
a las superficies y estan envueltas en una matriz de polimeros extracelulares, lo que les
confiere resistencia a los antibioticos. En este contexto, la glucosiltransferasa juega un papel
crucial, ya que es responsable de la sintesis de celulosa, uno de los componentes de la
biopelicula. El hecho de que el carvacrol interactiue con esta enzima y muestre una estabilidad
de interaccion, podria implicar que este terpeno tiene la capacidad de alterar la formacion de
la biopelicula, posiblemente inhibiendo la actividad de la glucosiltransferasa. Esta inhibicion
podria debilitar la biopelicula, permitiendo una mayor penetracion y eficacia del antibidtico,

como se observé en el aumento del halo de inhibicion de la gentamicina.
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Estos hallazgos proporcionan un nuevo enfoque en el estudio de la resistencia a los
antibidticos y en la busqueda de nuevas estrategias para combatir las infecciones bacterianas.
La combinacién de antibidticos con compuestos naturales como el carvacrol puede ser una
opcidn prometedora para superar la resistencia a los antibidticos y mejorar la eficacia de los

tratamientos existentes.
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V. CONCLUSIONES

Se logro6 identificar in silico las poses de terpenos con glucosiltransferasa con la mayor
energia de afinidad. Los terpenos carvacrol y timol presentaron una energia de afinidad
significativa en comparacion con otros terpenos estudiados, lo que sugiere que pueden tener
una interaccion potencialmente fuerte con la enzima glucosiltransferasa. A través del analisis
in silico, se descubrieron las interacciones clave entre las poses de terpeno-
glucosiltransferasa que mostraron mayor energia de afinidad. Tanto el carvacrol como el
timol presentaron multiples interacciones con los aminoécidos de la enzima, sugiriendo que

estas interacciones pueden ser responsables de su alta afinidad.

Se determind la estabilidad de las interacciones ligando-proteina que mostraron mayor
energia de afinidad, tanto en un panorama competitivo como no competitivo. Los resultados
de las simulaciones de dindmica molecular mostraron que las interacciones entre la
glucosiltransferasa y la UDP-glucosa, el timol y el carvacrol fueron estables durante un
tiempo de simulacion de 50 ns. Finalmente, se demostr6 in vitro el efecto de la combinacion
de carvacrol y gentamicina sobre el crecimiento de E. coli. El tratamiento previo con
carvacrol aument? la sensibilidad de E. coli a la gentamicina, lo que indica que el carvacrol

podria actuar como un potenciador de la actividad antibidtica.

En conjunto, estos resultados sugieren que los terpenos como el carvacrol, timol y cariofileno
podrian ser candidatos prometedores para el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos para
combatir las infecciones bacterianas, posiblemente a través de la inhibicion de la actividad
de la glucosiltransferasa y la mejora de la efectividad de los antibidticos. Sin embargo, se
requieren mas investigaciones para confirmar estos hallazgos y para explorar mas a fondo el

mecanismo de accidn de estos terpenos.
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