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RESUMEN
Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa considerada como el principal agente etioldgico
de patologias gastrointestinales como la gastritis, Ulceras pépticas, cancer gastrico, entre otras;
ademas, se calcula que alrededor del 40% de la poblacion mundial se encuentra infectada, lo que
la convierte en un organismo de importancia médica. En la actualidad los tratamientos de
erradicacion han disminuido su efectividad debido al aumento en las resistencias bacterianas, por
esta razon, el grupo de investigacion donde se realizd este proyecto se ha encargado de buscar
productos naturales con un efecto anti-H. pylori, identificando asi extractos y compuestos activos

contra la bacteria.

Sin embargo, no se ha logrado identificar el mecanismo por el cual dichos productos inhiben el
crecimiento de H. pylori, lo cual es muy importante conocer para que las terapias de erradicacion
sean correctamente elegidas y mas efectivas. En este trabajo se propuso investigar si la DNA girasa
podria ser el blanco de accién de algunos compuestos y un extracto con actividad anti-H. pylori.
La DNA girasa es una enzima Unica de las bacterias que controla la topologia del DNA bacteriano
mediante la introduccién de superenrollamientos negativos durante los eventos de replicacion y
transcripcion del DNA para reducir la tension molecular producida durante estos procesos. Para
evaluar si nuestros productos bioactivos contra H. pylori tenian un efecto inhibitorio sobre la DNA
girasa se utilizé el kit de la marca TopoGEN el cual mide la actividad de superenrollamiento de la
enzima teniendo como sustrato un plasmido relajado. Los resultados mostraron que solo 2 de las
muestras estudiadas, el acido anacardico y el extracto metandlico de Cyrtocarpa procera
inhibieron completamente a la DNA girasa. Los datos generados permiten aportar informacién
acerca del mecanismo de accion de estos dos productos y dan pie para continuar con su estudio

con el fin de utilizarlos en la terapia contra H. pylori.

P
=
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| INTRODUCCION

1.1 Helicobacter pylori
En 1983 los doctores J. Robin Warren y Barry J. Marshall lograron aislar un bacilo a partir de
biopsias de pacientes con gastritis, debido a su morfologia bacilar y su similitud con bacterias del
género Campylobacter inicialmente fue nombrada como Campylobacter pylori (Warren &
Marshall 1983) Marshall & Goodwin, 1987, reclasificandose afios después como Helicobacter
pylori (Fox et al., 1988) Goodwin et al., 1989. A partir de ese entonces se ha vuelto un organismo
de gran importancia cientifica ya que se considera el principal agente etioldgico de patologias

como la gastritis y el cancer gastrico, entre otros (Atherton, 2006).

1.2 Taxonomia de Helicobacter pylori
En la actualidad, H. pylori es una bacteria que se clasifica segun el “Manual of Systematic

Bacteriology” (On et al., 2015) de la siguiente manera:

Dominio: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: e-proteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Helicobacteraceae
Género: Helicobacter
Especie: H. pylori (Fox et al., 1988) Goodwin et al., 1989

1.3 Generalidades de Helicobacter pylori
1.3.1 Morfologia y microbiologia
Helicobacter pylori es una bacteria Gram negativa, microaerofilica, neutréfila (con aclimatacion

al medio &cido) y polimdrfica, adoptando formas de bacilo helicoidal, curva (forma de “u”) o

]
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cocoide (Fig. 1). Tiene un tamarfio de 2.5 a 4 um de largo y de 0.5 a 1 um de ancho y presenta de

4 a 7 flagelos unipolares de 3 um de longitud. (Goodwin & Armstrong, 1990).

Figura 1. Polimorfismo de Helicobacter pylori. a) Forma bacilar, b) forma curva (de “u”) y ¢)
forma cocoide. Tomada y modificada de Dus et al., 2013.

El movimiento que le brindan los flagelos, asi como el dinamismo de la forma helicoidal permite
que en esta forma la bacteria sea considerada méas patogénica por su gran motilidad (Worku et al.,
1999). Otra adaptacion importante es la presencia de una “vaina” lipidica en los flagelos que se
especula protegen a estos del medio &cido del estémago (Amieva & EI-Omar, 2008).

Para la identificacion de H. pylori se hacen uso de cuatro pruebas, la primera es una tincion
diferencial de Gram, que para H. pylori arroja como resultado positivo a Gram negativo (Pandya
et al., 2013) y las otras tres son catalasa, oxidasa y ureasa, siendo positivas para H. pylori. La
primera consiste en la transformacion de perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno por accion de
la enzima catalasa, la siguiente la oxidacion del citocromo por el complejo de la citocromo oxidasa
y, por ultimo, la alcalinizacion del medio debida a la hidrolisis de urea por la ureasa (Goodwin &

Armstrong, 1990; Bauerfeind et al., 1997).

]
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1.3.2 Epidemiologia de la infeccion por Helicobacter pylori
La transmision de H. pylori sigue siendo un tema incierto, sin embargo, se propone que las rutas
de transmision mas aceptadas son la transmision de persona a persona (Brown, 2000), mediante
las vias oral-oral, gastro-oral y fecal-oral (Kusters et al., 2006). Se calcula que alrededor de 40%
de la poblacion mundial esta infectada con H. pylori y este porcentaje se ve en aumento hasta 90%
en paises en vias de desarrollo, esto implicaria que la infeccion por H. pylori responde a factores
socioecondmicos, pero también se relaciona con la edad y la raza (Fig. 2) (Perez-Perez et al., 2004;

Zamani et al., 2018).

Prevalencia
Desconocido
<20%
20-349%

W 35-549%

W 55-699%

u >70%

Figura 2. Prevalencia mundial de Helicobacter pylori. Tomada y modificada de Zamani et al.,
2018.

La prevalencia en México para el 2010, segin la Organizacién Mundial de Gastroenterologia
(WGO) es de 43% para infantes entre 5 y 9 afios y para adultos ésta se eleva de 70-90% (WGO,
2010). Un estudio realizado por Torres et al., (2016) reporté una seroprevalencia del 66% Yy asi
menciona como mayores factores de riesgo para el desarrollo de la infeccion el nivel

socioeconémico bajo y pertenecer a regiones demograficamente sobrepobladas.
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1.3.3 Patologias
La infeccion por H. pylori se encuentra asociada a patologias gastrointestinales que pueden ir desde
gastritis, Ulceras pépticas, linfoma de tejido linfoide asociado a mucosas, hasta cancer gastrico
(Atherton, 2006; Trespalacios et al., 2010, Gisbert, 2013). En 1994, la Organizacion Mundial de

la Salud reconoci6 a H. pylori como un carcinoégeno tipo I.

Como se menciond la prevalencia de esta bacteria oscila entre los 40-50% de la poblacién mundial,
sin embargo, en la mayoria de este porcentaje la infeccion por H. pylori permanece asintomatica,
calculandose que alrededor del 20% de los infectados desarrollan una patologia asociada a la
infeccion por H. pylori, reportandose que del 10 al 20% evoluciona a Ulcera péeptica, del 1 al 2%
evolucionan a cancer gastrico y menos del 1% a linfoma tipo MALT (Kusters et al., 2006;

Kandulski et al., 2008).

Si bien la mayoria de los infectados con H. pylori permanecen asintomaticos, aquellos que
desarrollan alguna patologia es a consecuencia de la inflamacién continua de la mucosa gastrica
por la presencia y accion de H. pylori. A la secuencia de eventos se le ha denominado como
“historia natural de la infeccion por H. pylori”, la inflamacion puede evolucionar a gastritis aguda
que a su vez puede volverse crénica, la cual es clasificada dependiendo de su ubicaciéon, de
predominio antral (antro del estomago), pangastritis (todo el estbmago) y de predominio corporal
(cuerpo del estdbmago). Dependiendo de la ubicacion de la gastritis, de la inflamacion de la mucosa,
del secretado estomacal, el ambiente, la genética del huésped y factores genéticos de H. pylori (De
Falco et al., 2015), la gastritis cronica puede evolucionar a Ulcera (géastrica o duodenal), linfoma

tipo MALT o cancer gastrico (Fig. 3) (Gomez-Chang et al., 2017).
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Figura 3. Historia natural de la infeccion de Helicobacter pylori. Se ilustra la evolucion de la
infeccion por H. pylori, en rojo se ilustran las areas de infeccion. Tomada de Gomez-Chang et al.,

De acuerdo con el anuario de morbilidad (Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de

Salud, 2021) la gastritis, duodenitis y Ulceras representan el quinto lugar en enfermedad a nivel

nacional y considerando que H. pylori es reconocido como el principal agente etioldgico de estas

patologias, la infeccion por la bacteria es considerada un problema de salud publica tanto a nivel

nacional como nivel mundial por la alta incidencia de estas patologias.

1.4 Terapia actual

La terapia para erradicar H. pylori no esta indicada para todas las personas infectadas con H. pylori,

segun consensos internacionales como los consensos de Maastrchit VV/Florence (Malfertheiner et

al., 2007) y de México (Bosques-Padilla et al., 2018), la terapia se indica cuando el agente




etiologico de la patologia se ha confirmado como H. pylori y ademas cuando el paciente presenta
Ulcera gastrica o duodenal, gastritis atrdfica, linfoma MALT, dispepsia no ulcerosa, después de
reseccion de cancer gastrico o si el paciente tiene familiares de primer grado con historial de cancer

gastrico.

Los esquemas tradicionales para la erradicacion de H. pylori consisten en la utilizacion de un
inhibidor de la bomba de protones (IBP) y la combinacion de dos antibidticos entre los cuales
destacan claritromicina, metronidazol y amoxicilina utilizados en la terapia de primera linea
conocida como triple terapia (Malfertheiner et al., 2007). La cual ha perdido efectividad debido a
la resistencia bacteriana, con un éxito de erradicacion de 80% dependiendo de la zona geografica

(Collins et al., 2006, O’connor et al., 2014).

Al fallar esta terapia se recurre por lo general a la terapia cuadruple que afiade a su esquema sales
de bismuto y la utilizacion de dos antibi6ticos que no hayan sido utilizado en la anterior terapia
(Bosques-Padilla et al., 2018). Ante el continuo fracaso en las terapias, se recurre a terapias
conocidas como “terapias de rescate” (Tabla 1) (Mégraud & Lehorus, 2007; Gisbert, 2011). Para
fines del presente trabajo se enfatizan las terapias que involucran a sus esquemas quinolonas, entre
las cuales destaca el ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino (Bosques-Padilla et al., 2001;
Mori & Suzuki, 2020), estos farmacos han demostrado tener una buena absorcién oral y pocos
efectos secundarios asociados a su consumo y tienen como mecanismo de accion la inhibicion de

la DNA girasa, (Shen; et al., 1989; Sharara et al., 2006).
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Tabla 1. Tratamientos para la erradicacion de Helicobacter pylori

. ] . Duracion
Terapia Farmacos Posologia (Dias)
IBP Dosis estandar b.i.d.
Triple estandar Claritromicina 500 mg b.i.d. 14
Amoxicilina o Metronidazol 1000 o 500 mg b.i.d.
IBP Dosis estandar b.i.d.
Cuadruple con Bismuto Dosis estandar g.i.d. 10-14
bismuto* Tetraciclina 500 mg g.i.d.
Metronidazol 500 mg g.i.d.
IBP Dia  Dosis estandar b.i.d.
Amoxicilina 1-5 1000 mg b.i.d.
Secuencial IBP Dosis estandar b.i.d. 10
Claritromicina o Dia 500 mg b.i.d. o
Levofloxacino 6-10 250 mg b.i.d.
Metronidazol 500 mg b.i.d.
IBP Dosis estandar b.i.d.
. Claritromicina 500 mg b.i.d.
Concomitante Amoxicilina 1000 mg b.i.d. 10
Metronidazol 500 mg b.i.d.
IBP . Dosis estandar b.i.d.
- Dia .
Amoxicilina 1.7 1000 mg b.i.d.
Hibrida IBP Dosis estandar b.i.d. 14
Amoxicilina Dia 1000 mg b.i.d.
Claritromicina 8-14 500 mg b.i.d.
Metronidazol 1000 mg b.i.d.
IBP Dosis estandar b.i.d.
Rescate Levofloxacino 500 mg b.i.d. 10
Metronidazol 1000 mg b.i.d.
Triple terapia IBP Dosis estandar b.i.d.
basada en Rifabutina 150 mg b.i.d. 14
Rifabutina Amoxicilina 1000 mg b.i.d.

*Qtras terapias con bismuto incluyen furazolidona o levofloxacino; b.i.d.: lat. bis in die (dos veces
al dia); g.i.d.: lat. quater in die (cuatro veces al dia). En amarillo se subraya el levofloxacino que
es un farmaco del grupo de las quinolonas. Tomada y modificada de Gomez-Chang et al., 2017
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1.5 DNA girasa
La DNA girasa es parte de un grupo de enzimas conocidas como topoisomerasas, estas enzimas
se encargan de mantener la topologia del DNA en todos los seres vivos y se subdividen en dos,
tipo 1y 11, donde la principal diferencia entre ellos es el tipo de ruptura que hacen en las hebras de
DNA, generando ruptura de una hebra y de dos hebras, respectivamente (Bush et al., 2015). La
DNA girasa pertenece al tipo 1. Todas las topoisomerasas son capaces de relajar el DNA, pero la
DNA girasa es la Unica capaz de introducir superenrollamientos negativos mediante la energia de

la hidrolisis de ATP (N6llmann et al., 2007).

La DNA girasa es una enzima ubicua en las bacterias y se ha reportado su presencia en plantas
como Arabidopsis thaliana (Wall et al., 2004) y parasitos apicomplexos (Dar et al., 2007), esta es
la Unica evidencia de su presencia en células eucariotas. Forma parte de un mecanismo ancestral
que se ha encargado de mantener la topologia del DNA en todos los procariontes durante los
procesos de replicacion y transcripcion, estos mecanismos han ido evolucionando junto a los
procariontes desde su surgimiento hasta la actualidad (Duprey & Groisman, 2021) y se sugiere que
gracias a esto son enzimas altamente conservadas en funcion y estructura (Champoux, 2001; Bush

etal., 2015).

15.1 Estructura
La DNA girasa es un heterotetramero formado por 4 subunidades, 2GyrA/2GyrB (Drlica & Zhao,
1997). La enzima mas estudiada es la DNA girasa de E. coli, en ella la subunidad GyrA y la GyrB

tienen un peso molecular de 97-kDa y 90-kDa, respectivamente (Reece & Maxwell, 1991).

Para entender mejor la estructura de la DNA girasa y la funcion de cada parte de esta enzima se
pueden subdividir sus subunidades en dos dominios (C-terminal y N-terminal) cada uno de estos

realiza diferentes funciones. La subunidad GyrB (90-kDa) esta conformada por un dominio N-
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terminal de 43-kDa el cual es responsable de la union e hidrolisis del ATP y un dominio C-terminal
que se puede dividir en dos subdominios, TOPRIM y “la cola”. Y por otro lado la GyrA (97-kDa)
se divide en un dominio N-terminal de 59-kDa encargado de la ruptura del DNA y un dominio C-

terminal de 35-kDa que se encarga de “envolver” el DNA (Fig. 4) (Bush et al., 2015).

N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal
a) transductor TOPRIM WHD torre  Délice
superenrollada
gyrB gyrA
T | | E. coli, DNA girasa
YS G114, K337 E424 D500,D502 Y122 1174 Gyr‘:box 2A/2B

G117,G119

b)

Figura 4. Estructura de la DNA girasa. a) Genes de DNA girasa de Escherichia coli (gyrAy
gyrB). En la parte superior se muestra las secciones que corresponden a los dominios N-terminal
(rojo) y a los dominios C-terminal (verde) de cada una de las subunidades; dentro de cada gen,
cada color representa un subdominio, las lineas verticales en negro representan las zonas que
codifican para aminoacidos importantes. b) Estructura 3D, los colores se encuentran relacionados
con los colores de la figura 4a. Tomado y modificado de Bush et al., 2015.

Para el caso de GyrB, su dominio N-terminal es el encargado de la union del ATP, especificamente
entre los amino&cidos 2-220, del mismo modo esta region tiene residuos que se encargan de la

dimerizacion entre los aminoécidos 2-15 y posteriormente, se presenta un subdominio altamente
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conservado clasico de la superfamilia GHKL de ATPasas/quinasas. Por otro lado, los dominios C-
terminal de las 2 GyrB al formarse el dimero adoptan una estructura conocida como “forma de
cangrejo” la cual es la cavidad por donde pasan las moléculas de DNA, estos mismos dominios se
encargan de anclar a las subunidades GyrA y ademas tienen tres residuos acidos que unen a los

iones Mg?* necesarios para el proceso de ruptura y religado de DNA (Bush, et al, 2010).

Para GyrA se considera que el dominio N-terminal se puede dividir en dos regiones que reciben
su nombre por su posicion “arriba” y “abajo” estas regiones son encargadas de formar las
cavidades o puertas conocidas como “puerta DNA” y “puerta C”, respectivamente. En la region
“arriba”, especificamente en el subdominio WHD (Winged Helix Domain), estd presente una
tirosina, que junto con la tirosina de la otra subunidad A que forma el dimero, forman enlaces de
fosfotirosina con la molécula de DNA favoreciendo la ruptura de la doble hebra generando
regiones con nucleotidos protuberantes (sin aparear) de 4 pb (Bush et al., 2015; Fois et al., 2020).
Mientras que la regién C-terminal se presume que es la zona donde se posa el DNA durante los
procesos de corte para darle estabilidad a la cadena, ademas se propone que la carga positiva de
esta regién podria estar involucrada en los procesos de unién y flexién del DNA (Bush, et al,
2010). También, se encuentra una region conocida como GyrA-Box la cual es una region formada
por 7 aminoacidos (GRRGGKGK, para el caso de E. coli) la cual es considerada como el sitio que
le confiere su potencial de superenrollamiento a la DNA girasa ya que se encarga de doblar un
segmento del DNA sobre la region C-terminal de la subunidad GyrA y se ha visto que mutaciones

en esta regién impiden el superenrollamiento (Lanz & Klostermeier, 2012).

1.5.2 Mecanismo
La funcion in vivo de la DNA girasa es producir superenrollamientos negativos en la cadena de

DNA, los cuales son necesarios para contrarrestar la tension causada por el superenrollamiento
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positivo de la cadena que se produce durante el proceso de replicacion (Vos, 2011). In vitro, esta
funcidn de la girasa se demuestra al producir el superenrollamiento de un plasmido relajado, siendo

este el criterio que utilizan las técnicas para medir la actividad de esta enzima (Fisher, 2008).

El mecanismo de accion de la DNA girasa es un tema que adn sigue en discusion, el modelo méas
aceptado, por evidencia bioquimica y estructural, es el “mecanismo de dos puertas” (Fig. 5)
propuesto por Roca & Wang, 1992, 1994. Este mecanismo considera que la enzima tiene dos
puertas, los dominios N-terminal de las subunidades GyrB forman la “puerta N, los dominios C-
terminal de las subunidades GyrA forman la “puerta C” y un tercer espacio conformado por la

union de GyrA-GyrB-sitio de corte del DNA conocido como “puerta DNA”.

El mecanismo se explica de la siguiente manera y se representa en la Fig. 5.

1. El segmento G (gate segment) de DNA se asocia a la enzima en la region N-terminal de la
GyrAy en el dominio TOPRIM de la GyrB.

2. Unavez que el segmento G se encuentra asociado a la enzima, este se “envuelve” alrededor
de 130 pares de bases sobre los dominios C-terminal de la GyrA, este envolvimiento
permite que el segmento T (transport segment) (perteneciente a la misma molécula de
DNA) atraviese el segmento G, esta unién del DNA propicia que el espacio formado por
las regiones N-terminal de las subunidades GyrB se estreche. Cabe resaltar que el
posicionamiento sobre la region C-terminal de GyrA es crucial para el correcto
superenrollamiento de la DNA girasa.

3. Launion del ATP junto con el envolvimiento del DNA provoca el cerrado de la “puerta

N” compuesta de las dos subunidades GyrB dejando atrapado al segmento T.
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4. Los residuos de tirosina de la subunidad GyrA, auxiliados de los dos iones Mg?* unidos a
TOPRIM forman enlaces fosfotirosina uniendo covalentemente al DNA y a la subunidad.
Esto permite la doble ruptura de ambas cadenas del segmento G del DNA.

5. El segmento T pasa a través de la “puerta DNA” y del segmento G roto hasta la salida por
la “puerta C”, posteriormente por la carga positiva que existe en la cavidad formada por
las subunidades GyrA se lleva a cabo el religado del DNA.

6. La hidrolisis del ATP y la liberacion de ADP permite la apertura de la “puerta N para un

nuevo ciclo de superenrollamiento.
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GyrB * DNA”
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Figura 5. Mecanismo de accién de la DNA girasa. 1) Estado libre del DNA y de la proteina. 2)
Envolvimiento del segmento G del DNA y entrada del segmento T a través de la puerta N. 3)
Cierre de puerta N por la hidrolisis del ATP y ruptura del segmento G. 4) Paso del segmento T a
través de la puerta DNA. 5) Apertura de la puerta C y liberacién del DNA. (GyrA N-terminal:
naranja, GyrA C-terminal: cian, GyrB N-terminal: azul, TOPRIM: rojo, “cola”: verde, segmento
G: negro, segmento T: morado, estrellas: sitios activos para ruptura de DNA, circulo: sitio de union
ATP) Tomada y modificada de Bush et al., 2015.




1.6 Inhibidores de la DNA girasa
Debido a la importancia de esta enzima en procesos como la replicacion, transcripcion y
elongacion del DNA, ha sido un blanco atractivo para el desarrollo de farmacos que puedan inhibir
su actividad. Se conocen dos tipos de drogas que inhiben a la enzima, las quinolonas que son
moléculas sintéticas (Chan et al., 2013) y estan dentro del esquema de erradicacion de H. pylori
(e.g. ciprofloxacino y levofloxacino) y las aminocumarinas que son productos de sintesis de cepas

de Streptomyces (Maxwell & Lawson, 2009).

Otro punto a favor para considerar a la DNA girasa como blanco de inhibicién, es el hecho que
estas enzimas Unicamente se encuentran en las bacterias y solo se ha reportado su existencia en

otras células eucariotas de algunas plantas y parasitos (Bush et al., 2015).

1.6.1.1 Quinolonas
Las quinolonas son los farmacos mas utilizados y conocidos que tienen como blanco la DNA girasa
y tienen como precursor al acido nalidixico, el cual curiosamente fue descubierto por accidente,
como un subproducto durante la sintesis de cloroquina (Lesher et al., 1962). Estos antibi6ticos
tienen como mecanismo de accion la inhibicion de la DNA girasa, especificamente actuando sobre

la subunidad A de esta enzima (GyrA) (Shen et al., 1989).

Las quinolonas son farmacos que llevan a cabo su efecto inhibitorio mediante la formacion de un
complejo ternario conformado por la union de enzima-farmaco-DNA, al formar este complejo se
inhibe la funcion completa de la DNA girasa, lo cual se ve reflejado en la muerte celular (Drlica

& Malik, 2003).

Cabe destacar que son compuestos sintéticos que estan en constante modificacion para generar

quinolonas con un efecto mayor, por esta razon la primera generacion de quinolonas (acido
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nalidixico y acido oxolinico) tenian un efecto débil sobre la DNA girasa, posteriormente surgieron
quinolonas de nuevas generaciones gque actualmente son nombradas como fluoroquinolonas como
el ciprofloxacino (segunda generacion), el levofloxacino (tercera generacion), el moxifloxacino y
gemifloxacino (cuarta generacion) (Collin et al., 2011). En la actualidad, se siguen haciendo
grandes esfuerzos para sintetizar nuevas quinolonas con un efecto mayor que las quinolonas de
generaciones pasadas, un ejemplo a destacar y de los pocos que han sido probados en H. pylori es
la quinolona conocida como Y-904 (Iwao et al., 2003), para la cual se reporta una CMI de 0.025
pg/mL para la cepa ATCC43504, que es mejor que el valor reportado para el levofloxacino (0.39

pg/mL) e igual que la CMI para la amoxicilina.

1.6.1.2 Aminocumarinas
Las aminocumarinas son poderosos inhibidores de la DNA girasa, con una mayor afinidad que las
quinolonas, este tipo de moléculas tienen como sitio de accion la subunidad B de la DNA girasa,
especificamente el sitio de union del ATP (Maxwell, 2003). Sin embargo, estas moléculas no han
tenido éxito en su uso clinico debido a varias razones, dentro de las que destacan su toxicidad en
células eucariotas por tener efecto sobre la proteina Hsp90, chaperona involucrada en el
plegamiento de muchas proteinas, permitiéndoles su actividad biolégica. Ademas, se ha visto un
efecto pobre sobre bacterias Gram negativas debido a la dificultad que tienen algunos de estos
compuestos por atravesar la membrana externa y por ultimo se ha reportado una solubilidad baja

complicando su administracion (Heide, 2014).

No hay reportes de que alguna aminocumarina haya sido probada sobre la DNA girasa de H. pylori;
al ser moléculas que no han sido utilizadas como tratamiento y son “desconocidas” para las
bacterias suelen tener un efecto inhibitorio bastante bueno, un ejemplo de esto es el reportado por

Alt et al., 2011 quienes encontraron inhibicion de varias aminocumarinas (novobiocina,
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clorobiocina y coumermicina A) contra la DNA girasa de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus, con valores de Clsp <0.1y <0.01 uM, respectivamente.

1.7 Resistencias a antibidticos en la DNA girasa
Existen quinolonas de nueva generacion que han demostrado tener buena accion contra la DNA
girasa, sin embargo, existe el riesgo del fracaso de estas por la aparicion de nuevas cepas resistentes
(Dalhoff, 2012). Las quinolonas son uno de los farmacos utilizados para el tratamiento de H.
pylori, pero también para la erradicacion de otras bacterias, de tal manera que ya se han reportado
resistencias bacterianas a ellas, las cuales se encuentran bien ubicadas en la secuencia de la enzima
y se conocen como QRDR (Quinolone Resistance-Determining Regions) (Yoshida, et al, 1990;
Gonzaélez, et al, 1998). Para el caso de E. coli se ha visto que las mutaciones que confieren
resistencia a las quinolonas suelen aparecer entre los aminoacidos 67-106 (Bush et al., 2010), datos
gue empatan con los reportados por Matsuzaki et al., 2010 que reportan que los aminoacidos
particularmente afectados en la resistencia a quinolonas son los aminoacidos 83 y 87 en el caso de

E. coli y que para H. pylori son los 87 y 91.

En cuanto a las aminocumarinas, no hay evidencia de su uso clinico, por esta razén no hay
evidencia de resistencias adquiridas por el uso de ellas, sin embargo, se ha reportado que in vitro
existen cepas de E. coli con una mutacién en el aminoacido Arg136 que confiere resistencia a estos

compuestos (Contreras & Maxwell, 1992).

1.8 Resistencia de Helicobacter pylori a quinolonas
Raramente el levofloxacino es utilizado como farmaco de primera linea contra H. pylori, no
obstante, se ha observado que la terapia con levofloxacino es un régimen efectivo de segunda linea
cuando la primera falla (Gisbert & Morena, 2006). Lamentablemente los regimenes con

levofloxacino se han visto limitados precisamente por la resistencia bacteriana a estas quinolonas,
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reportandose tasas de resistencia de hasta 15% (Kim et al., 2005; Miyachi et al., 2006; Bogaerts
et al., 2006; Cattoir et al., 2007; Zullo; et al., 2007). Pocos son los trabajos que se han encargado
de estudiar a fondo la resistencia bacteriana de H. pylori a quinolonas y solo se conocen algunos
estudios regionales que indican la presencia de resistencias como en Italia (Zullo, 2007), Japon

(Miyachi, 2006) y Bélgica (Bogaerts, 2006).

En 2007, Cattoir y colaboradores dieron a conocer los lugares en la secuencia de aminoécidos que
confieren resistencia para las quinolonas en H. pylori. Mediante el estudio de 128 cepas obtenidas
por biopsias durante los afios 2004-2005 en Francia, se encontraron 22 cepas resistentes a
ciprofloxacino (CMI >1 mg/mL), lo que provocaba que también fueran resistentes a otras
quinolonas (gatifloxacino, moxifloxacino, levofloxacino). Al estudiar la secuencia de aminoacidos
se observd que las 22 cepas resistentes presentaron mutaciones en los aminoacidos 86, 87 y 91.
Cuando la combinacidon en estos aminoacidos era Asp-Thr-Asp o0 Asp-Asn-Asp, las cepas fueron

sensibles al ciprofloxacino (Tabla 2).

En cuanto a las cepas resistentes, la sustitucion de aminoacidos permite dividirlas en tres
categorias, la primera es una sustitucién en el aminoacido 87 por lisina, isoleucina o tirosina, la
segunda es una sustitucién en el aminoécido 91 por asparagina o tirosina y por tltimo la sustitucion

en el aminoacido 86 por asparagina (Cattoir et al., 2007).
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Tabla 2. Cepas de Helicobacter pylori sensibles y resistentes a quinolonas.

Aminoécidos

Tipo 86 87 91

. Asp Thr Asp
Sensibl

ensivie Asp Asn Asp

Asn Thr Asp

Asp Lys Asp

: Asp lle Asp
Resist

esistente Asp Tyr Asp

Asp Asn Asn

Asp Asn Tyr

Tomada y modificada de Cattoir et al., 2007.

1.9 Productos naturales y derivados sintéticos con potencial anti-Helicobacter pylori
Desde hace afos el ser humano ha utilizado a las plantas con fines diversos, para su alimentacion,
su vestimenta y para preservar o recuperar un buen estado de salud. En cuanto a este ultimo punto,
el conocimiento de las plantas con propiedades medicinales se ha ido transmitiendo de generacion

en generacion (Fabricant & Farnswort, 2001) hasta la actualidad.

La medicina tradicional basada en plantas ha tenido rezagos en su conocimiento ya que durante
muchos afios fue considerada una pseudociencia. Gracias a estudios recientes y debido a la crisis
de salud que vivimos en la actualidad, esta rama de la medicina ha ganado peso convirtiéndola en
una rama que busca y genera compuestos para ser utilizados como farmacos novedosos (Luna-

Nemecio, 2019).

La eficacia de los tratamientos de erradicacién de H. pylori ha ido en descenso por el aumento en
las tasas de resistencia bacteriana (Tshibangu-Kabamba & Yamaoka, 2021), por esta razon la OMS
ha colocado a H. pylori en la lista de alta prioridad de patdgenos resistentes a antibiéticos, con la

finalidad de guiar y promover la busqueda y desarrollo de nuevos antibi6ticos (OMS, 2017). Ante
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estas premisas se han buscado terapias alternativas que ayuden a contrarrestar este problema
(Parreira et al., 2016; Ayala et al., 2014), dentro de estas alternativas destaca la bldsqueda de

compuestos con actividad anti-H. pylori en plantas medicinales.

En el caso particular de México esta tarea de busqueda de productos naturales a partir de plantas
utilizadas en medicina tradicional ha sido exitoso, por un lado, debido a la inmensa tradicién
cultural que viene desde tiempo prehispanicos, plasmada por ejemplo en escritos como el codice
de la Cruz-Badiano (1552) que posteriormente ha sido adquirida a lo largo de los afios y por otro
lado, debido a la inmensa biodiversidad de nuestro territorio (Mittermeier et al., 1997). Se calcula
que el pais alberga alrededor de 23,000 especies de plantas vasculares de las cuales 50% son
endémicas (Villasefior, 2016) y aproximadamente 3,000 de ellas son utilizadas de manera

tradicional para tratar diversos malestares (Bye et al., 1995).

Un ejemplo de este esfuerzo es el trabajo realizado por el grupo de investigacion donde se llevo a
cabo esta Tesis, quienes recopilaron 53 plantas utilizadas tradicionalmente para tratar malestares
gastricos, de las cuales se evalu6 su actividad anti-H. pylori (Castillo-Juarez et al., 2009). De este
estudio y otros posteriores se han identificado varios extractos y compuestos con potencial anti-H.
pylori, dentro de los que podemos mencionar el extracto metandlico de la corteza de Cyrtocarpa
procera (Escobedo-Hinojosa et al., 2012; 2018) y los siguientes compuestos, la eupatilina obtenida
de Artemisia ludoviciana subsp. mexicana (Palacios-Espinosa et al., 2021), el &cido anacardico
obtenido de Amphipterygium adstringens (Castillo-Juarez et al., 2017), los cadalenos obtenidos de
Heterotheca inuloides (Egas et al., 2018) y la curcumina aislada de Curcuma longa. Considerando
que estos productos naturales se utilizaron en el presente trabajo, a continuacion, se profundizara

en cada uno de ellos.
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1.9.1 Curcumina de Curcuma longa.
Curcuma longa L. de la familia Zingiberaceae es una hierba perene endémica del sur de Asia (Lim,
2016), su nombre comun es clUrcuma o azafran. De esta planta se obtiene, mediante la
pulverizacion de su rizoma la Carcuma (Fig. 6), la cual es utilizada como especia o aditivo,
principalmente en la gastronomia de la India; ademas, se emplea como infusion para tratar
malestares gastrointestinales, entre otros usos medicinales. Actualmente, su empleo se ha
popularizado por todo el mundo y ha sido objeto de diferentes estudios que han permitido
identificar el componente principal que confiere sus propiedades medicinales, la curcumina

(Aggarwal et al., 2007).

&

Figura 6. Curcuma longa. a) planta de C. longa, b) rizoma, ¢) Clrcuma obtenida a partir del
rizoma triturado. Tomada y modificada de Abdel-Hafez et al., 2020.

Se han descrito muchas propiedades farmacoldgicas de la curcumina, dentro de las cuales esta su
potencial anti-H. pylori (Minzenmaier et al., 1997; Mahady et al., 2002; Han et al., 2006; entre

otros).

Sin embargo, su uso como farmaco se encuentra limitado ya que se ha reportado que la curcumina

es una molécula inestable (descomposicion de >90% en un amortiguador de fosfato pH 7.2), es
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poco soluble en agua (coeficiente de solubilidad 7.8 mg/L), pobremente absorbida por el cuerpo,

es metabolizada y eliminada con rapidez (Wang et al., 1997; Sanphui & Bolla, 2018).

Muiltiples han sido los intentos de modificar la estructura de la curcumina para poder ser utilizada
como farmaco, entre ellos mencionaremos el realizado por Meza-Morales et al., 2019 quien
diacetil6 a la molécula, generando a la diacetilcurcumina (DAC), que posteriormente acoplé a
diversos metales como Cu, Mg, Mn, Zn. Estos complejos han sido probados y han arrojado una

buena actividad anti-H. pylori (datos aun no publicados).

Por otro lado, el mismo grupo de trabajo sintetiz6 la fenilcurcumina mediante la eliminacion del
grupo metoxilo de los fenoles de la molécula de curcumina (Machado, 2019) y posteriormente la
acoplaron con metales como Mn, Al, Cu, Zn, Ga e In. Actualmente, en el laboratorio donde se
realiz6 este trabajo se ha determinado el potencial anti-H. pylori de estas moléculas, mostrando
que algunas de ellas son muy efectivas para detener el crecimiento de la bacteria (datos aun no

publicados).

1.9.2 Acido anacardico de Amphipterygium adstringens.
Amphipterygium adstringens (Schltdl.) Standl., de la familia: Anacardiaceae, es un arbol que ronda
los 10 m de altura con tronco de corteza grisacea, florece entre los meses de abril y mayo y las
flores pueden encontrarse solitarias 0 en forma de ramillete, produce frutos en forma de nuez

abultada (Argueta et al., 1994; CONABIO, 2009).

Este arbol se distribuye en zonas desde los 100 hasta los 3000 msnm, asociado a climas céalidos,
semicalidos y templados, es una especie ampliamente distribuida en México asociada a bosques
tropicales caducifolios, subcaducifolio, matorral xeréfilo y bosque espinoso (Argueta et al., 1994),

especificamente en las regiones de Aguas Calientes, Colima, Durango, Oaxaca, Chiapas, Guerrero,
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Morelos, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Puebla, Ciudad de México, etc. (Cristina, 2002). En cada

region recibe un nombre comun, siendo el mas popular, Cuachalalate.

Figura 7. Amphipterygium adstringens. Este arbol forma parte del jardin etnobotanico y del
museo de Medicina Tradicional del INAH en Morelos. Imagen tomada del sitio web del Instituto
Nacional de Antropologia e Historia (https://lugares.inah.gob.mx/es/museos-inah/museo/museo-
piezas/12916-12916-cuachalalate.html?lugar_id=389).

Su uso tradicional se basa en la preparacion de infusiones de la corteza de esta planta para aliviar
malestares gastricos como dolores o infecciones estomacales e intestinales, del mismo modo hay

evidencia de su uso para tratar cancer gastrico (Argueta et al., 1994).

En cuanto a su fitoquimica, se han obtenido diferentes metabolitos, de entre ellos destacan los
acidos anacardicos por su muy buena actividad anti-H. pylori, CMI de 10 pg/mL y una CMB de

16 pug/mL (Castillo-Juarez et al., 2007).

1.9.3 Eupatilina de Artemisia ludoviciana
Artemisia ludoviciana subsp. mexicana (Willd. Ex Spreng.) Fernald, familia Asteraceae, es una
hierba aromatica perenne de 1-1.5 m de altura que florece en septiembre, con flores color paja y

un fruto pequefio (~1 mm) color café claro (Heike, 2009).
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Es considerada como una maleza endémica de México, Estados Unidos y Guatemala teniendo una
amplia distribucion dentro del territorio mexicano, distribuyéndose en zonas ruderales, matorrales

y claros de bosque (Villasefor, 2016).

Recibe un nombre comun en cada region, donde se destaca Estafiate, Hierba Maestra, Istafiatl en

el Estado de México y Osomiate en Quintana Roo (Argueta et al., 1994).

Tradicionalmente, las partes aéreas se consumen de forma cruda o en decocciones para el
tratamiento de malestares gastrointestinales como lo son la diarrea, la disenteria, retortijones,

dolores, inflamacion, contra paréasitos, etc. (Argueta et al., 1994).

Figura 8. Artemisia ludoviciana. Tomada de Ficha Técnica de CONABIO.
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/artemisia-ludoviciana/fichas/ficha.htm

A partir de esta planta y de su estudio fitoquimico se han obtenido diversos compuestos dentro de
los cuales estan la eupatilina y la estafiatina (Ruiz-Cancino et al., 1993). En 2021, Palacios-
Espinosa y colaboradores, aislaron a partir de las partes aéreas, a la eupatilina y reportaron su

actividad bactericida y bacteriostatica contra H. pylori (CMI & CMB = 31.2 pug/mL).

—
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1.9.4 7-hidroxi-cadaleno y 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno de Heterotheca

inuloides.
Heterotheca inuloides Cav. ex Sosa & GOomez Pompa, familia: Asteraceae es una hierba perenne
de 1 m de altura con flores dispuestas en cabezuelas con 150 flores, esta planta es endémica de
México con una amplia distribucion sobre todo en estados del sur y centro como Puebla, Veracruz,

Oaxaca, etc. (Standley, 1920; Heike, 2009).

Se distribuye en zonas con alturas desde nivel del mar hasta los 2400 msnm, asociada a climas
calidos, semicalidos, secos y templados, suele ser cultivada por sus usos medicinales y se encuentra
en ambientes como bosques de pino encino, matorral xerdfilo, pradera semiarida y bosques

tropicales (Standley, 1920).

Figura 9. Heterotheca inuloides. Tomada de ficha técnica de CONABIO.
http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/asteraceae/heterotheca-inuloides/fichas/ficha.htm

Tradicionalmente, ha sido consumida como infusiones de las partes aéreas para tratar malestares
del aparato respiratorio, también se destaca su uso para aliviar malestares gastrointestinales como
analgésico para dolor de Ulcera, dolores de estdmago y célicos (Standley, 1920; Rodriguez-Chavez

etal., 2017).
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Fitoquimicamente, se han aislado muchos metabolitos dentro de los cuales se encuentran el 7-
hidroxi-cadaleno y el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno que han mostrado una actividad anti. H. pylori

muy importante (CMI =1.5y 3.91 ug/mL, respectivamente) (Egas et al., 2018).

1.9.5 Extracto metandlico de Cyrtocarpa procera (CpMet)
Cyrtocarpa procera Kunth, familia Anacardiaceae, es un arbol de 6 m o mas de altura con corteza
gris-rojiza que florece durante la primavera entre los meses de marzo-mayo, con flores pequefias
y blancas produce como fruto una drupa de color amarillo (Standley, 1920; Fonseca & Medina-

Lemos, 2012).

Se distribuye en zonas con altitudes de 500-1350 msnm, en climas célidos, semicalidos, semisecos
y templados asociados a bosques tropicales caducifolios, subcaducifolios, bosque espinoso,

bosque meso6filo de montafia y bosque de encino y pino (Fonseca & Medina-Lemos, 2012).

Es un arbol endémico de Mesoamérica distribuyéndose en Honduras y ampliamente en México,
abarcando sobre todo la regidn suroeste y centro de nuestro pais, como Guerrero, Michoacan,
Morelos, Jalisco y Puebla. (Fonseca & Medina-Lemos, 2012). En cada region recibe un nombre
comun, por ejemplo, Chupandilla en Puebla, Machocote y Palo de Chupandia en Oaxaca (Abundiz

et al., 2004).
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Figura 10. Cyrtocarpa procera. Arbol y corteza de Chupandilla. Tomada de Escobedo, 2013.

Tradicionalmente cada region lo consume para aliviar diferentes malestares, uno de ellos es el uso
de agua de diario obtenidas por la decoccidn de corteza, el consumo de esta agua ayuda a reducir
enfermedades en la piel, dolor de dientes, asimismo, se utiliza para aliviar malestares gastricos

como diarrea, gastritis, Ulceras y disenteria (Argueta et al., 1994).

El extracto metandlico de la corteza de C. procera ha sido el mas estudiado. Rodriguez-Canales y
colaboradores en 2020, reportan la presencia en este extracto de flavonoides como crisina,
naringenina, kaempfreol y catequina. Por otra parte, tiene actividad anti-H. pylori con una CMI de
62.5 pg/mL, ademas de efectos antiinflamatorios, gastroprotectores y de resoluciéon de Ulcera

(Escobedo-Hinojosa et al., 2012; 2018).




Il JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En la actualidad es evidente que la efectividad de las terapias para la erradicacion de H. pylori ha
ido en descenso por el aumento en las resistencias bacterianas, por esta razon distintos grupos de
investigacion se han enfocado en la busqueda de compuestos de origen natural o sintéticos con
efecto sobre H. pylori. Esta busqueda ha sido exitosa ya que se han encontrado diferentes extractos
y compuestos que han tenido efecto contra esta bacteria. Sin embargo, para la mayoria de estos
aun no se tiene claro el mecanismo de accion o ni siquiera se ha estudiado o propuesto algun

mecanismo.

Como ya se menciond, en el grupo de investigacion donde se realizd este trabajo se han
identificado compuestos y extractos con actividad anti-H. pylori y se han estudiado y propuesto
diferentes mecanismos de accion para los mismos, tales como la inhibicion de la ureasa, la
inhibicidn de la adhesion de la bacteria a las células del epitelio gastrico o la inhibicion de la toxina
vacuolizante VacA. También se han hecho esfuerzos, con el fin de conocer su mecanismo de
accion al estudiar el efecto de algunos compuestos sobre la expresion proteica y génica de la

bacteria.

Con el objeto de probar nuevos mecanismos de accién, se propone estudiar si el efecto de los
compuestos o extractos activos sobre la bacteria pudiera ser sobre la DNA girasa, ya que es el
mecanismo de algunos antibidticos utilizados en el esquema contra H. pylori, como lo son el

ciprofloxacino y el levofloxacino.

Por otro lado, son pocos los estudios que se han enfocado a la busqueda de nuevas moléculas que
inhiban a la DNA girasa de H. pylori y ain menos, aquellos que han propuesto extractos o
compuestos de origen natural. Por lo que encontrar algin producto que inhiba a la DNA girasa

implicaria un avance en la busqueda de inhibidores de esta enzima.




111 OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes compuestos y un extracto con actividad anti-Helicobacter pylori
sobre la actividad de la DNA girasa de Escherichia coli para proponer si esta enzima es su blanco

de accion.

3.2 Objetivos particulares
Determinar el porcentaje de identidad y similitud entre la DNA girasa de Escherichia coli y de

Helicobacter pylori a través del alineamiento de sus secuencias.

Estandarizar y adaptar la metodologia utilizada para medir la inhibicién de la DNA girasa de

Escherichia coli con el kit “Gyr-Drug Screen Kit”.

Cuantificar el porcentaje de inhibicion de la actividad de superenrollamiento de la DNA girasa de
Escherichia coli en presencia de diferentes compuestos 0 un extracto, con actividad anti-

Helicobacter pylori.

IV HIPOTESIS

Si se tienen varios compuestos y extractos con actividad anti-Helicobacter pylori para los cuales
no ha sido reportado un mecanismo de accion, alguno de ellos tendra como blanco de accién a la

DNA girasa.

V METODOLOGIA

5.1 Alineamiento de secuencias multiple
El propésito de este trabajo fue determinar si compuestos con actividad anti-H. pylori tenian como

blanco de accidn a la DNA girasa y dado que el kit que se emple6 utiliza a la enzima de E. coli,
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nos parecio pertinente analizar con mas profundidad las semejanzas entre las dos enzimas, con el

objeto de poder extrapolar los resultados con H. pylori.

Se obtuvieron las secuencias de aminoécidos de las subunidades GyrA y GyrB de E. coli K12
(uniprot, nimero de acceso: POAES4 y POAESS, respectivamente) y de H. pylori (ATCC 43504)
ya que esta es la cepa que se utiliza en nuestro grupo de investigacion (uniprot, nimero de acceso

AOA2X5ADG6 y I0ZHCA4, respectivamente).

En primer lugar, para corroborar que no hay diferencias entre las secuencias reportadas de
diferentes cepas de cada bacteria, se realiz6 un alineamiento multiple comparando nuestras
secuencias con las secuencias de la base de datos del NCBI, esto se realiz6 con ayuda del programa

BLAST de la base de datos del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi), el cual extrae de

manera predeterminada las 100 secuencias mas parecidas a la secuencia problema .

Posteriormente, se realiz6 un alineamiento solamente de las secuencias de H. pylori (ATCC 43504)
y E. coli K12 con el mismo programa BLAST, estas secuencias se extrajeron alineadas, y
posteriormente, se calcularon los porcentajes de identidad y similitud con el sitio web de

bioinformatics.org (https://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html).

Para observar y colorear las secuencias de aminoacidos se hizo uso del programa Jalview

(https://www.jalview.org) para el cual se ingresaron las secuencias previamente alineadas y se

aplico un coloreado CLUSTAL, el cual colorea a los aminoacidos dependiendo de sus propiedades

quimicas, de este modo es mas facil observar aquellas zonas con alta similitud.
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5.2 Compuestos
El criterio de inclusion de los compuestos utilizados en la presente Tesis fue que previamente se
les haya reportado actividad anti-H. pylori. En la Tabla 3, se muestran los hombres, sus pesos

moleculares y estructuras de cada uno de ellos.
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Tabla 3. Compuestos con potencial anti—Helicobacter pylori.

Compuesto (Abreviatura)
oo Peso molecular
y grupo quimico al que (g/mol) Estructura 2D
pertenece g

Curcumina (CUR)!
Polifenol del grupo 368.38

de los curcuminoides

HyCCOO0 H,CCOo0
Diacetilcurcumina / o / o
(DAC)! —_— \
o ) 452 .453 o] OH
Sintetizado a partir de \ \
Curcumina
HyCO O H,CO O
H,CCO0 H4CCOo0
Isomero keto Isomero enol
*DAC,-Cut 1039.50
*DAC2-Mgt 1083.43
*DAC,-Mn? 1114.06
*DAC2-Znt 1046.36

Sintetizados a partir de

Curcumina

Estructuras recuperadas de Meza-Morales (2019).

—
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Tabla 3. Compuestos con potencial anti—H. pylori (continuacion).

Compuesto (Abreviatura)

- Peso molecular
y grupo quimico al que

mol Estructura 2D
pertenece (g/mol)
Fenilcurcumina (PhCur) 2 ol"H‘o
Sintetizado a partir de 277.46 O NN O
Curcumina
/ \
Fenilcurcumina-Mn?® =0 \
607.61 \ M
(PhCurz-Mn) o o=
\ /
a A\
Fenilcurcumina-Al® = o
577.64 S
(PhCur2-Al) o NES
\ /
Fenilcurcumina-Cu?® o 7\
\_/ §_l>
(PhCur2-Cu) &
_ ‘."“/.,o
614.00 37 P 3
S

T
=

\_/

2Estructura recuperada de Alejo (2021). 3Estructuras proporcionadas por Yair Alvarez Ricardo

( 1
| 43 )



Tabla 3. Compuestos con potencial anti—H. pylori (continuacion).

Compuesto (Abreviatura) Peso molecular

y grupo quimico al que Estructura 2D
(g/mol)
pertenece
Fenilcurcumina-Zn® 616.03

(PhCurz-Zn)

Fenilcurcumina-Ga® 622.39
(PhCur,-Ga)

Fenilcurcumina-In® 940.80
(PhCurs-In)
Sintetizados a partir de

Curcumina

3Estructuras proporcionadas por Yair Alvarez Ricardo

( 1
1 4 )



Tabla 3. Compuestos con potencial anti—H. pylori (continuacion).

Compuesto (Abreviatura)

Peso molecular

y grupo quimico al que Estructura 2D
(g/mol)
pertenece
Eupatilina*
_ 344.30
Flavonoide
Acido anacardico 0.0
6 pentadecil salicilico® 384.51 O
Compuesto fendlico
h
0
7-hidroxi-3,4- =
dihidrocadaleno® 216.32
Sesquiterpeno
7-hidroxi-cadaleno?
215.30

Sesquiterpeno

*Estructuras recuperadas de PubChem (2022).
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Todos los compuestos curcuminoides fueron donados por el Dr. Raul Enriquez Habib adscrito al
Instituto de Quimica, de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). El proceso de
obtencion y la descripcidn exacta de diacetilcurcumina (DAC), DAC2-Cu, DAC,-Mg, DAC2-Mn
y DAC>-Zn se puede consultar en la publicacion de Meza-Morales et al., 2019. El proceso de
obtencion de la fenilcurcumina se puede consultar en la tesis de licenciatura de Machado (2019),
por otro lado, la fenilcurcumina-Mn, fenilcurcumina-Al, fenilcurcumina-Cu, fenilcurcumina-Zn,
fenilcurcumina-Ga y fenilcurcumina-In ain se encuentran en proceso de estudio (Machado, 2019;

Alejo, 2021).

La eupatilina y el &cido anacardico (6 pentadecil salicilico) utilizados en el presente trabajo fueron
productos comerciales, en el caso de la eupatilina de Cayman Chemical con una pureza >98% y

en el caso del acido anacéardico de Calbiochem con una pureza >95%.

El 7-hidroxi-cadaleno y el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno fueron previamente aislados y
purificados a partir de las partes aéreas de Heterotheca inuloides de acuerdo con Egas et al., 2018,

en el laboratorio del Dr. Guillermo Delgado Lamas del Instituto de Quimica de la UNAM.

Las concentraciones elegidas para ensayar los compuestos fueron determinadas, con base en las
concentraciones a las cuales los farmacos conocidos inhiben a la DNA girasa y que encontramos
disponibles en la literatura, de tal manera que fijamos como maximo para ensayar una
concentracion final de 50 uM. Para el caso del extracto, como no contabamos con estudios previos
acerca del efecto de extractos sobre la DNA girasa, decidimos utilizar concentraciones cercanas a

la CMI de extractos activos, por lo que fijamos como maximo 200 pg/mL.

Para curcumina, DAC, DAC>-Cu, DAC,-Mg, DAC>-Mn y DAC>-Zn se prepararon stocks de cada

uno de ellos disueltos en DMSO no estéril con una concentracion de 1000 uM con la finalidad de
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que, al colocar 1.0 pL de éste en la reaccion de 20 pL se tuviera una concentracion final de 50 puM.
A partir de este stock se prepararon las diluciones necesarias para tener concentraciones en la

reaccion de: 1, 5y 10 uM. Todos los stocks fueron sonicados por 2 min.

Para el resto de los compuestos, eupatilina, &cido anacardico, 3,4CAD, CAD, PhCur, PhCur2-Mn,
PhCur2-Al, PhCurz-Cu, PhCurz-Zn, PhCurz-Ga y PhCurs-In, se prepararon stocks de cada uno de
ellos con DMSO no estéril a una concentracion de 2000 M con la finalidad que al tomar 0.25 pL
de estos y colocarlos en la reaccion de 10 pL, se tuviera una concentracion de 50 uM. Las
diluciones de PhCur y sus complejos metélicos fueron sonicados por 2 min. En caso de tener un
efecto en cualquiera de los compuestos, se realizaron nuevas diluciones para realizar curvas de

concentracion respuesta.

5.3 Extracto
Se hizo uso del extracto metandlico de Cyrtocarpa procera (CpMet), obtenido como parte de
trabajos anteriores (Escobedo-Hinojosa et al., 2018). Se obtuvo por maceracion exhaustiva de la
corteza con metanol (1:10 m/v), el disolvente se separé por filtracion y posteriormente el residuo
se evapord a sequedad a presion reducida. El extracto (polvo rojizo), se mantuvo a temperatura

ambiente en la obscuridad hasta su utilizacién.

Se preparé un stock de CpMet disuelto en DMSO no estéril con una concentracion de 8000 pg/mL,
para que al colocar 0.25 pL en la reaccion de 10 pL se tuviera una concentracion de 200 pug/mL, a
partir de este stock se prepararon diluciones para tener concentraciones finales de: 5, 10, 25, 50,

75,100, 125, 150 y 175 pg/mL.

Todos los stocks preparados fueron perfectamente solubles en DMSO y algunos de ellos se

muestran en la Fig. 11.
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Figura 11. Ejemplo de los Stocks de los compuestos y extracto a las concentraciones
mencionadas. Se observa de vista frontal y por debajo de los tubos.

5.4 Inhibicién de la actividad de superenrollamiento mediado por la DNA girasa
La actividad de la DNA girasa, asi como la inhibicion de esta por la adicion de los diferentes
compuestos y el extracto se realiz6 con el kit “E. coli DNA Gyrase Drug Screening kit” de

TopoGEN (Port Orange, USA).




De acuerdo con el fabricante, se recomienda un volumen total de reaccion de 20 pL, que contiene:
1 x amortiguador de ensayo (35 mM Tris-Cl pH 7.5, 24 mM KCI, 4 mM MgClz, 2 mM ditiotreitol,
1.8 mM espermidina, 1 mM ATP, 6.5% glicerol y 0.1 mg BSA/mL), 1 ug de pHOT-1 relajado, 1
U*/uL de DNA girasa y agua destilada estéril suficiente para aforar a 20 pL. La reaccion se inicia
con la adicion de la enzima e incubando a 37 °C por 1 h. En el caso de agregar un inhibidor a

ensayar se descuenta el volumen afiadido del agua de aforo.

El ensayo se realizé en tubos Eppendorf de 0.2 mL, tanto los reactivos como la reaccion deben
permanecer a 4 °C hasta el momento en que se inicia la reaccion al agregar la enzima. Las
reacciones tuvieron un volumen total de 20 pL, las cuales contenian: agua destilada estéril para
aforar, 4 uL de amortiguador de ensayo 5x, 0.5 pL de plasmido relajado (0.497 pg) y los

compuestos a probar se afiadieron en 1 pL de DMSO¥, posteriormente se afiade 1 pL de DNA

girasa (0.15 pL de DNA girasa + 0.85 pL de amortiguador de dilucién). Se incub6 a 37 °C por 1.5
h. Como control positivo se ocuparon 2 pL de ciprofloxacino (10 mg/mL) el cual se ha reportado
como un veneno interfacial que afecta el complejo de escision conformado por las subunidades
GyrA de la enzima (Drlica & Malik, 2008), como controles negativos: 1.0 uL de DMSO y agua

destilada estéril.

*Una unidad (1 U) esta definida por el fabricante como aquella cantidad de DNA girasa capaz de
superenrollar 500 ng de plasmido en 1 h a 37 °C. La DNA girasa que contiene el Kit tiene una
concentracion de 10 U/mL por lo que se debe tomar la cantidad que se requiere para el ensayo y
aforar el volumen con amortiguador de dilucién para la enzima (50 mM Tris-Cl pH 7.5, 100 mM
NaCl, 2 mM ditiotreitol, 1 mM EDTA y 50 % glicerol).

*EI proveedor recomienda no utilizar una cantidad alta de disolvente (<0.5% v) para ensayar los
inhibidores, ya que se ha observado que un excedente de este (tanto metanol como DMSO) puede
provocar una reduccién en la actividad de la enzima. Por esta razon, tanto los stocks como las
diluciones de cada compuesto se formularon para que al agregar 1.0 puL de estos se tuviera la
concentracion deseada en el volumen de reaccion.
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5.5 Procesamiento de imagenes y analisis con ImageJ

Las imagenes fueron tratadas con el software de acceso libre ImageJ ® (https://imagej.nih.gov/ij/),

el cual nos permite realizar un analisis por densitometria, este analisis se realiza mediante graficos
que arroja el programa para medir el area bajo la curva de cada carril, esta area corresponderia a
los pixeles de cada banda y que para nuestro objetivo corresponderia a la cantidad de DNA

superenrollada o relajada, el procedimiento mas detallado se puede consultar en el anexo 1.

Los valores arrojados por el programa indican la densidad de pixeles que equivaldrian a la cantidad
de DNA en un area (DNA superenrollado o relajado), para cada condicién se obtuvo este valor

para poder calcular su indice de superenrollamiento.
El indice de superenrollamiento (IS) esta definido como:

_ Intensidadpna superenrollado
Intensidadpya relajado

El porcentaje de actividad de la girasa se obtuvo para cada carril del gel, donde el 100% es el indice
de superenrollamiento de la reaccidn sin afiadir compuesto (control negativo) y se compara contra
las diferentes condiciones experimentales donde se afiade una muestra a ensayar, se ejemplifica en

la siguiente ecuacion.

IS .. X 100
Actividad de la girasa (%) = —ndicon

IScontrol negativo

Se considerd a un compuesto con efecto inhibidor cuando la actividad de la girasa es menor que
la actividad del control negativo, en este caso se calcularon los porcentajes de inhibicion, definidos

por la siguiente ecuacion:

Inhibicion de la girasa (%) = 100 — Actividad de la girasa (%)



https://imagej.nih.gov/ij/

5.5.1 Calculo de la Concentracion Inhibitoria media (Clso)
Se graficaron las curvas de inhibicion teniendo en el eje x los datos de concentracion transformados
alogaritmo y en el eje y el porcentaje de inhibicidn, posteriormente se traz6 una linea de tendencia

lineal, la cual esta es representada por una ecuacion de la recta de tipo:

y=mx+b

Donde m es el valor de la pendiente y b el valor de interseccion en el eje y. Que al despejar para

calcular la Clso:

x=(50—-Db)/y

5.6 Analisis estadistico
Los experimentos se realizaron al menos por triplicado para cada compuesto o extracto, en el caso
que no se tenga por triplicado se indicara en el pie de figura correspondiente. Los porcentajes de

inhibicion de la girasa se presentan como la media (£ desviacion estandar).

VI RESULTADOS

6.1 Alineamiento de secuencias
Se ha mencionado que la DNA girasa es parte de un mecanismo ancestral entre las bacterias y que
por esto se ha conservado su estructura y funcion (Champoux, 2001; Bush et al., 2015), sin
embargo, no hay evidencia suficiente que permita comprobar la similitud entre las DNA girasas

de E. coli y H. pylori.

Las secuencias de aminoacidos de GyrA de H. pylori y E. coli tienen una extension de 828 y 875,

respectivamente y para el caso de la subunidad GyrB su extension de 773 y 804, respectivamente.
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Para la secuencia de aminoacidos de la subunidad GyrA de H. pylori ATCC 43504 se observé que
las 100 secuencias que mejor se alinearon correspondian a secuencias de diferentes cepas de H.
pylori y tuvieron un porcentaje de identidad >97% comparado con nuestra cepa y para el caso de
la subunidad GyrB se observo del mismo modo que tienen un porcentaje de identidad >98%, estos
resultados estarian indicando que se podria usar cualquier enzima de cualquier cepa de H. pylori

y extrapolar los resultados a diferentes cepas.

Por otro lado, para el caso de E. coli K12 el programa aline6 94 cepas de E. coli y 6 cepas del
género Shigella. Se obtuvo para la secuencia de aminoacidos de la subunidad GyrA un porcentaje
de identidad >99% y para el caso de la subunidad GyrB se obtuvo un porcentaje de identidad >99%
contra las 100 cepas analizadas. Cabe resaltar el hecho de que hay una alta identidad con bacterias
del género Shigella, estos resultados indican que se podria emplear cualquier enzima de otra cepa
de E. coli e incluso de algunas bacterias del género Shigella y tener resultados extrapolables entre
Si.

Al comparar nuestra secuencia de H. pylori (ATCC 43504) con la de E. coli K12, se obtuvieron
los siguientes porcentajes de identidad y similitud, para GyrA de 46.82% y 64.94%,
respectivamente y para la subunidad GyrB de 43.4% y 61.96%, respectivamente. Estos porcentajes
no son tan altos comparados con los obtenidos entre las cepas de una misma especie. Considerando
que las secuencias tienen una diferente extension y analizando el alineamiento por completo
(Anexo 2) se pueden observar regiones altamente conservadas que indicarian sitios importantes
para el funcionamiento de la enzima, debido a esto, a lo reportado por Matsuzaki en 2010 acerca
de la similitud de estas dos enzimas y a la premisa de Champoux (2001) donde se afirma que esta
enzima es parte de un mecanismo ancestral y se debe de haber permitido su conservacion tanto en

estructura como funcién en las bacterias, se decidié analizar mas a fondo el alineamiento.
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6.1.1 Sitios importantes para la actividad de superenrollamiento de la DNA

girasa
Para comparar mas a fondo las secuencias y poder establecer qué tan parecidas son nuestras
enzimas, se analizaron de manera independiente las secuencias en las regiones importantes para la
actividad de la enzima. Para poder visualizar mejor los resultados e identificar aquellas zonas de

alta similitud se utilizo el cddigo de color Clustal, el cual se define en la Tabla 4.

Tabla 4. Codigo de color Clustal

Categoria Color Aminoécidos
Hidrofobico Azul ALLMFWYVC
Carga positiva K,R
Carga negativa E,D
Polar Verde N,Q,S T
Cisteinas Rosa C
Glicinas Naranja G
Prolinas Amarillo P
Aromaéticos _ H, Y
No conservados Blanco Ninguno

A= alanina, I=isoleucina, L= leucina, M= metionina, F= fenilalanina, W= triptéfano, V= valina,
C= cisteina, K= lisina, R=arginina, E= glutdmico, D= aspartico, N= asparagina, Q=glutamina, S=
serina, T=treonina, G= glicina, P= prolina, H= histidina, Y= tirosina.

Para la subunidad GyrA se identificaron 2 regiones importantes para el funcionamiento de la
enzima, en primer lugar, el residuo tirosina encargado de formar enlaces fosfotirosina y llevar a

cabo el corte (Bush et al., 2015), este residuo se encuentra conservado para ambas secuencias y se
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encuentra en la posicion Y122 para E. coli y en la posicion Y126 para H. pylori y que en el

alineamiento lo encontramos en la posicion 118 (Fig. 12).
110

120
1 (]
Helicobacter/ I I Iol NAAAM AIM T IA SE
Escherichia/ IDGDSAAAM IBLARI AH

Figura 12. Secuencia alineada de amino&cidos 108-128 de GyrA. Se observa el residuo tirosina
(Y118) encargado de cortar las hebras de DNA (rectangulo rojo sobre el aminoacido).

Se decidié tomar 10 aminoacidos por atras y delante del residuo tirosina para poder calcular el

porcentaje de similitud de esta region, obteniendo un 77.27%.

Continuando con la subunidad GyrA, se puede identificar la regién GyrA-box (GRRGGKGK), la
cual es sumamente importante ya que confiere a la enzima la habilidad de superenrollamiento
(Lanz & Klostermeier, 2012), esta region se identifico para ambas secuencias, 560-566 para E.
coli y 528-534 para H. pylori y que en el alineamiento la encontramos en la posicién 556-563 (Fig.

13).

Helicobacter/
Escherichia/

Figura 13. Secuencia alineada de aminoéacidos 556-563 de GyrA. Se observa la regién GyrA-
box (rectangulo rojo sobre los aminoacidos).

El porcentaje de similitud calculado de esta region, considerando solo los 7 aminoacidos fue de
85.71%. Se observa que la region gyrA-box se encuentra altamente conservada, sin embargo,

existe una sustitucion en el segundo aminoacido (N - R), no existe informacion de esta
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sustitucion, los unicos cambios reportados son en el aminoacido 2 y 6 donde se han reportado

sustituciones de R a K (Lanz & Klostermeier, 2012).

Para la subunidad GyrB se compararon las regiones que llevan a cabo la union del ATP y de los
iones Mg?*, ademas de las regiones encargadas de dimerizacion en la region N-terminal de la

subunidad GyrB (Bush et al., 2015).

En primer lugar, la region encargada del cierre de la puerta N ubicada entre los aminoéacidos 2-15
en E. coli (Fig. 14). Se comparan los primeros 11 amino&cidos del alineamiento ya que en esta

zona quedo la regidn de cierre.

Helicobacter/
Escherichia/

Figura 14. Secuencia alineada de aminoéacidos 1-11 de GyrB. Se observa la region encargada
del cierre de la puerta N (rectdngulos rojos), es una regién de 14 aminoacidos, sin embargo, para
el caso de H. pylori los primeros aminoacidos se descartan en el alineamiento.

Para calcular el porcentaje de similitud se consideraron del aminoacido 1 al 11, obteniendo un

porcentaje de similitud de 81.82%.

La siguiente regién importante es el subdominio GHKL que se encarga de la union al ATP, para
el caso de esta region se identificaron los aminoacidos importantes reportados en la literatura para
cada secuencia, para E. coli Y5, G114, G117, G119, Q335 y K337 y para H. pylori Y4, G112,
G115, G117, Q333 y K335 (Fig. 15). Para calcular el porcentaje de similitud de este dominio se

decidio dividir en 2 de acuerdo con los aminoacidos de interés.
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Helicobacter/ N

Escherichia/ S

' 1|20
prreen I:l: MI:VEV:I:LI“I“"
Escherichia/ GVGVSVVNALSQCKLEL

40

Helicobacter/ Vm IP LFEeB sIL_é_IchA
Escherichia/ PKESS DELVSSEVES
Figura 15. Secuencia alineada de amino&cidos del subdominio GHKL de GyrB. Se observan
los aminoécidos importantes para a union del ATP del dominio GHKL, en el primer fragmento se
observa la region 1-2, sefialando el aminoécido Y, en el segundo fragmento se observa la region
101-129, sefialando los tres aminoacidos G y en el tercer segmento se observa la region 327-349
sefialando los aminoacidos Q y K (rectangulos rojos).

Se calcul6 el porcentaje de similitud para las dos regiones seleccionadas del subdominio GHKL

101-129 y 327-349 obteniendo 89.66% y 65.22%.

Por ultimo, se analizaron los aminoacidos &cidos importantes del subdominio TOPRIM
encargados de la union de los iones Mg?*. Se identificaron los aminoécidos reportados para cada

secuencia, para E. coli E424 D500 y D502 y para H. pylori E422 D497 y D499 (Fig. 16).

47
- o
ool T SRR B R
Escherichia/ LIL | LP L ARE D VA
500
Helicobacter/ N'mlA E ISFDI KI I l
Escherichia/ TLI 6 16R MNP 3| I

Figura 16. Secuencia alineada de aminoacidos 420-510 de GyrB. Se representa el subdominio
TOPRIM de la subunidad GyrB, los aminoacidos importantes (E, D y D) se resaltan con
rectangulos rojos.

Para calcular el porcentaje de similitud de esta region se tomo en cuenta desde el aminoacido 420

al 510 obteniendo 81.10%.
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Los resultados de estas comparaciones se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de secuencias importantes en la DNA girasa

Dominio/ Ubicacion
% de (aminoéacidos Funcion
similitud importantes)
GyrA E. coli Y122 Tirosina encargada
WHD y : de la ruptura del
E. coli 560-566 Region encargada de
GyrA-box envolver el DNA en
(85.71%) H. pylori 528-534 la region C-terminal
de la GyrA
GyrB E. coli 2-15 Aminoéacidos
N-terminal encargados de la
(1-11: 81.82%) H. pylori 2-15 dimerizacion
E. coli Y5, G114,
GyrB GHKL G117, G119, Q335y
(2-340: K337 Sitios de unién e
64.90%) H. pylori Y4, G112, interaccion con ATP
G115, G117, Q333y
K335
GyrB E. coli E424 D500 y

Residuos encargados

TOPRIM D502 de unién a iones
(420-510: H. pylori E422 D497 y Mg?*
81.10%) D499

6.1.2 Regidn que confiere resistencia a quinolonas.
Dado que las resistencias a las quinolonas para E. coli y H. pylori se encuentran en la misma region
de GyrA, las mutaciones que generan resistencia se han reportado en diferentes aminoacidos, se

analizaron por separado las secuencias en esa zona.

En primer lugar, se puede definir que para el caso de H. pylori ATCC 43504, tenemos una cepa
sensible a quinolonas ya que presenta la combinacion de aminoacidos Asp-Asn-Asp en la posicion

86, 87 y 91 (Fig. 17), lo cual coincide con lo reportado por Cattoir et al., 2007.
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80 I ﬂ 100
BvHPHeDNAVYDAL VEMABDF )

Figura 17. Secuencia de aminoacidos 80-100 de GyrA de Helicobacter pylori. Se observan los
aminoacidos 86, 87 y 91 (rectangulos rojos sobre los aminoacidos) que corresponderian a la
combinacion de aminoacidos de una cepa sensible a quinolonas.

Del mismo modo, para el caso de E. coli K12 podemos observar que es una cepa sensible debido
a la presencia de los aminoacidos Ser-Asp en la posicion 83 y 87 (Fig. 18) lo cual nuevamente

coincide con lo reportado por Matsuzaki et al., 2010.

an‘ . a0 . 100
'-E AU‘W.MA.PF.L-W

Figura 18. Secuencia de aminoéacidos 80-100 de GyrA de Escherichia coli. Se observan los
aminoacidos 83 y 87 (rectangulos rojos sobre los aminoacidos) que corresponderian a la
combinacion de aminoacidos de una cepa sensible a quinolonas.

Es importante resaltar que se conservan en la secuencia de H. pylori la mayoria de los aminoacidos
para el funcionamiento de la enzima, como lo son los sitios de union al ATP, el sitio de corte, los
sitios de union de los iones Mg?* e incluso la GyrA-box exceptuando la sustitucion de una
Aspargina (N) (aminoacido hidrofilico) por una Arginina (R) (aminoacido positivo e hidrofilico),

de la cual no se ha reportado informacion.

Para realizar una discusion acerca de nuestros resultados del alineamiento entre las dos DNA
girasas, se hizo una revision de la literatura acerca de comparaciones entre las enzimas de las dos
especies. El Unico estudio publicado acerca de las semejanzas entre las DNA girasas de E. coli y
H. pylori, es una comparacién de estructuras 3D por el programa SWISS-MODEL, con las
subunidades GyrA de ambas enzimas (Matsuzaki et al., 2010) (Fig. 19). Este trabajo concluye que,

en general, ambas enzimas son bastante parecidas tanto en el dominio N-terminal, como en el C-
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terminal, en particular resaltan que existe una zona que denominan como: “head-dimer interface”
altamente conservada en las dos especies, que es aquella region donde se juntan las subunidades
A, se encuentran los sitios activos de tirosina encargados de la ruptura de las cadenas de DNA y
ademas, de acuerdo a las secuencias que usaron como modelo, se presentan las mutaciones

puntuales que confieren resistencia a quinolonas (Matsuzaki et al., 2010).

Figura 19. Modelado 3D de las subunidades gyrA de Escherichia coli y Helicobacter pylori.
A) Region N-terminal de E. coli. B) Regién N-terminal de H. pylori, dentro del circulo blanco se
sefialan las zonas donde se generan resistencias a quinolonas, especificamente los aminoacidos de
color verde 87 y 91. C) Regidn C-terminal de E. coli. D) Regién C-terminal de H. pylori. Tomada
y modificada de Matsuzaki et al., 2010.
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Con base en nuestro analisis de alineamiento de las secuencias y comparandolo con el estudio de
Matsuzaki et al., 2010, podemos concluir que las enzimas de E. coli y de H. pylori deben de
conservar muchas semejanzas en cuanto a funcion y a estructura, de tal manera que los resultados
de inhibicidn que se encuentren con la enzima de E. coli pueden ser extrapolables a la enzima de

H. pylori. Aunque siempre sera necesario corroborar los resultados con la enzima nativa.

6.2 Estandarizacion de la Determinacion de la Actividad de la Girasa
Condiciones experimentales. Para verificar que el kit funcionaba correctamente y que la enzima
tenia una buena actividad, se decidi6 realizar reacciones bajo las condiciones que el fabricante
sugeria, con una cantidad de plasmido de 0.497 ug y utilizando 3 concentraciones de enzima (0.5,
1y 1.5U). En la Fig. 20 se muestran los resultados obtenidos. Con 0.5 U no se encontré actividad,
con 1 U de enzima se presenta actividad de la Girasa lo que se demuestra por la aparicion de la
banda inferior correspondiente al plasmido superenrollado, pero con 1.5 U la actividad es casi del
doble, lo cual se relaciona con un mayor indice de superenrollamiento como se observa en la Tabla
6. Si bien se espera que la girasa superenrolle el 100% del plasmido, esto no sucede siempre, es
frecuente (como se verad en algunas muestras) encontrar en los geles bandas intermedias que
corresponden a formas intermedias del plasmido relajado, estas bandas son remanentes del
plasmido relajado, asi como otras formas que probablemente fueron cortadas y no terminaron su

proceso de superenrollamiento.




CRT CL CS 0.5U 1.0U L.3U

Figura 20. Actividad de superenrollamiento de la girasa a distintas concentraciones de
enzima. Gel de agarosa al 1% TAE. Volumen final de la reaccion 20 L, 0.497 pg de pHOT1
relajado, DNA girasa 0.5, 1 y 1.5 U, tiempo de incubacion 1 h a 37°C. Tefiido con bromuro de
etidio 0.5 pg/mL. CRT = Control pHOT1 relajado por Topoisomerasa, CL= Control plasmido
lineal, CS = Control plasmido superenrollado) En la parte derecha se denota con una llave la
distancia que corresponderia al plasmido relajado (R) y con una flecha al plasmido superenrollado
(SE).

Tabla 6. Indice de superenrollamiento de la girasa, dependiendo de la cantidad de girasa.

05U 10U 15U

indice de
0 0.742 1.338
superenrollamiento*

*Los indices de superenrollamiento presentados son representativos de un solo experimento.

Con el fin de lograr una mejor actividad de superenrollamiento se llevo a cabo la reaccion bajo las
mismas condiciones, con 1.5 U de enzima, pero comparando el efecto entre 1y 1.5 h de incubacion

(Fig. 21). Los resultados mostraron que la actividad es mayor cuando se incuba por 1.5 h.
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Figura 21. Actividad de superenrollamiento de la girasa a dos tiempos de incubacién. Se
utilizaron las mismas condiciones experimentales que la Fig. 15 con 1.5 U de girasa a dos tiempos
de incubacion, 1y 1.5 h.

Con base en los resultados anteriores se decidio utilizar en los experimentos siguientes una

cantidad de 1.5 U de enzima 'y un tiempo de incubacion de 1.5 h.

Control Positivo. Como control positivo se usé ciprofloxacino, quinolona que se ha demostrado
que tiene una actividad inhibitoria en la DNA girasa, especificamente como un veneno interfacial
que interrumpe la actividad de la DNA girasa provocando que el DNA relajado adquiera una

topologia de DNA lineal (Drlica & Malik, 2008) y no termine el proceso de superenrollamiento.

La concentracion recomendada para utilizar en el Kit es de 1 pg/mL = 3.01 uM, esta concentracién
es mayor a la Clso reportada en la literatura, 0.3 = 0.2/0.4 uM (Shiriaev et al., 2021) de tal manera

gue con la concentracién de 3 UM se esperaria una inhibicion completa de la enzima.

Como se observa en la Fig. 22 encontramos una total inhibicién de la enzima ya que no se observa
la banda inferior correspondiente al plasmido superenrollado, validando que nuestro ensayo es
capaz de medir la inhibicion de la Girasa. Por otra parte, en la imagen se logra observar la banda
correspondiente a DNA lineal, sin embargo, esta no migra a nivel de la banda del control de DNA

lineal. Comparando nuestro resultado con los geles que reporta el Kit (Fig. 23) en presencia de
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este antibidtico, observamos que es posible encontrar bandas de diferentes tamafios del plasmido,
de hecho, en algunos reportes se ha encontrado que en presencia de ciprofloxacino incluso no son

visibles las bandas de DNA lineal (Shiriaev et al., 2021).

CRT CL CS CIP -

SE

Figura 22. Efecto de la DNA girasa en presencia de ciprofloxacino. Gel de agarosa al 1% TAE.
Volumen final de la reaccion 20 pL, 0.497 pug de pHOTL1 relajado, DNA girasa 1.5 U, tiempo de
incubacion 1.5 ha 37°C. Tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL. CRT = Control pHOT1 relajado
por Topoisomerasa, CL= Control plasmido lineal, CS = Control plasmido superenrollado, CIP =
ciprofloxacino [3 uM], — = Control negativo (DMSO).

1
CL CIP -

Figura 23. Efecto del ciprofloxacino sobre la actividad de superenrollamiento de la Girasa.
1. Imagen del Manual del Kit TopoGEN se presenta el efecto del ciprofloxacino [3 uM] vy la

presencia de plasmido lineal. CL = Control plasmido lineal, CIP = Ciprofloxacino y = = Control
negativo.
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DMSO. El dimetilsulfoxido (DMSO) es un compuesto simple que ha generado controversia en la
literatura cientifica ya que se le han reportado diversos efectos, pero la mayoria de estos siguen sin
entenderse del todo (Brayton, 1986). Dentro de sus propiedades se encuentra la de ser un disolvente
polar aprotico lo que le permite disolver tanto compuestos polares como no polares, convirtiéndolo
en un disolvente importante para probar compuestos en diferentes experimentos con fines
bioldgicos. Para este trabajo el DMSO permitié la correcta disolucion de todos nuestros
compuestos y extractos. Sin embargo, el proveedor (TopoGEN) comenta que el exceso (>0.5% )
de este disolvente podria afectar a la Girasa y sugiere introducir reacciones controles con la
concentracion utilizada de DMSO, pero sin el inhibidor, para poder descontar el efecto del

solvente.

Debido a las concentraciones que se requerian de las diferentes muestras para realizar los ensayos,
se utilizaron dos concentraciones finales de DMSO 5%y 2.5%. El efecto inhibitorio de DMSO al
5% fue muy variable, obteniéndose una inhibicion de 50.61 + 25.84. En cambio, la adicion de
DMSO de 2.5% inhibié la reaccion de superenrollamiento en un 8.99 + 9.24, sin embargo, la
desviacion estandar obtenida es considerable. Por lo que, aunque algunas reacciones fueron
llevadas a cabo con 5% de DMSO, se prefirio el uso de la concentracion de 2.5% y por supuesto,

el efecto inhibitorio del disolvente fue restado de los resultados en presencia de las muestras.

Existen pocos datos en la literatura acerca del efecto del DMSO sobre la Girasa, se ha reportado
que aparentemente el DMSO no actla sobre la enzima, sino que afecta la topologia del DNA
especificamente cuando se encuentra superenrollado (Juang & Liu, 1987; Lv et al., 2015). En la
Fig. 24 se ilustra de acuerdo con Lv et al., (2015) como el DMSO produce el cambio topoldgico

provocando que aumenten las regiones monocatenarias del plasmido superenrollado.
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Figura 24. Cambio topoldgico del DNA superenrollado en presencia de DMSO. Imagen
obtenida por microscopia de fuerza atomica. Se muestra la topologia del plasmido pBR322
superenrollado en presencia de diferentes concentraciones de DMSO. a) sin DMSO, b) 5% DMSO
y ¢) 10% DMSO, las flechas negras indican las regiones monocatenarias. Tomada y modificada
de Lv et al., 2015.

Considerando estos datos, seria posible que, al producirse el plasmido superenrollado en nuestra
reaccion, en presencia de DMSO se estarian generando las regiones monocatenarias en nuestro
producto lo que nos disminuiria su concentracién, de tal manera que podria pensarse que
“disminuye” la actividad de la enzima. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que

el DMSO afecte a la DNA girasa.

6.3 Efecto de la curcumina, diacetilcurcumina y sus derivados metalicos sobre la

DNA girasa
Para la curcumina, DAC, DAC.:-Cu, DAC>-Mg, DAC2-Mn y DAC:-Zn se ensayaron las
concentraciones de 1, 5, 10 y 50 uM. En la Fig. 25 se muestra un gel con los resultados obtenidos
para el caso de la curcumina, se puede observar que, a pesar de aumentar la concentracion de la
curcumina, en todos los carriles aparece la banda correspondiente al plasmido superenrollado, al
igual que en el carril donde no se afiadi6 el compuesto, lo cual indica que la curcumina no inhibid

a la DNA Girasa. En la Fig. 25 también se muestra la inhibicion producida por el control positivo,
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ciprofloxacino para demostrar que la reaccién esta funcionando, en este caso, no aparece la banda

del plasmido superenrollado.

De la misma manera se evalud el efecto de DAC y sus derivados metélicos (DAC2-Cu, DAC»-
Mg, DAC,-Mny DAC,-Zn), sin embargo, en la mayoria de los compuestos no se observé actividad
inhibitoria en concentraciones bajas, de tal manera que en la Fig. 26 y Tabla 7 se presentan
solamente los resultados obtenidos para la concentracion de 50 M. Los ensayos se realizaron por
triplicado, pero se descartaron aquellos que presentaron algin problema técnico, lo cual se indica

en los pies de cada figura.

Curcumina [uM]

CRT Ll CS CIP = 1 5 10 50

Figura 25. Actividad de la DNA girasa en presencia de diferentes concentraciones de
curcumina. Imagen representativa de uno de los experimentos realizados. Gel de agarosa al 1%
TAE. Volumen final de la reaccion 20 uL, 0.497 pg de pHOT1 relajado, DNA girasa 1.5 U, tiempo
de incubacién 1.5 h a 37°C. Tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL. CRT = Control pHOT1
relajado por Topoisomerasa, CL= Control plasmido lineal, CS = Control plasmido superenrollado,
CIP = ciprofloxacino [3 uM], — = Control negativo (DMSO) SE = Plasmido superenrollado.
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CUR DAC DAC,-Cu

- T - T -+

DAC,-Mg DAC,-Zn DAC,-Mn

-+ -+ -+
Figura 26. Actividad de la DNA girasa en presencia de 50 pM de curcumina

diacetilcurcumina y otros complejos acoplados a metales. Imagenes representativas de uno de
los experimentos realizados. Las condiciones experimentales son las mismas que la Fig. 25. Para

cada molécula se muestra su control negativo (—) y el compuesto probado (+).
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Tabla 7. Inhibicion de la DNA girasa en presencia de 50 pM de curcumina,
diacetilcurcumina y otros complejos acoplados a metales.

Porcentaje de

Compuesto
inhibicion
Ciprofloxacino 100 [3.01 pM]
Curcumina 6.63 £ 1.37*
DAC -22.40 + 13.31*
DAC:-Cu -4.44 + 9.65*
DAC2-Mg -14.58 + 8.78*
DAC2-Mn 40.11 £ 9.47
DAC:-Zn 26.31 + 3.13

Los porcentajes de inhibicién negativos se consideraron sin actividad. Se reportan como el
promedio de 3 experimentos (*2 experimentos) + desviacion estandar.

La curcumina, la diacetilcurcumina y los complejos metéalicos DAC2-Cu y DAC2-Mg no
presentaron un efecto inhibitorio significativo. DAC2-Zn llega a una inhibicion de 26% con la
concentracion mas alta ensayada, 50 UM, pero no responde al aumento en la concentracion (datos
no mostrados), sin embargo, DAC>-Mn tiene un efecto inhibitorio concentracién dependiente

alcanzando una inhibicién 40.11% a la concentracion de 50 uM (Fig. 27)
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A) DAC,-Mn
CRT CL CS CIP - 1 5 10 50

SE

B)

90 -
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-10 © 10 20 30 40 50 60
DAC,-Mn [uM]

Inhibicion de la DNA girasa (%)

Figura 27. Efecto inhibitorio de la DNA girasa en presencia de diacetilcurcumina-Mn
(DAC2-Mn) (1-50 uM). A) Imagen representativa de uno de los experimentos realizados. Las
condiciones experimentales son las mismas que la Fig. 20. CRT = Control pHOT1 relajado por
Topoisomerasa, CL= Control plasmido lineal, CS = Control plasmido superenrollado, CIP =
Ciprofloxacino, — = Control negativo SE = Plasmido superenrollado. B) Curva de inhibicion de
DNA girasa en presencia de DAC>-Mn. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos (*2
experimentos) + desviacion estandar.

Considerando los efectos observados para las moléculas anteriores, se decidio probar otras
moléculas, pero iniciando su estudio a una concentracion final de 50 pM en la reaccion, de manera

que si observabamos un efecto importante se realizarian curvas de concentracion.
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6.4 Efecto de la fenilcurcuminay sus derivados metalicos sobre la DNA girasa
Para la serie de la PhCur y sus derivados metalicos: PhCurz-Mn, PhCurz-Al, PhCurz-Cu, PhCur»-
Zn, PhCur,-Ga y PhCurz-In, se observo en general un efecto inhibitorio leve sobre la DNA girasa
a la concentracion de 50 UM, en algunos casos con una desviacion estandar grande, a excepcion
del efecto de PhCur-Al que alcanzd un porcentaje de inhibicion de 21.84% a la concentracion

probada, esto se puede observar en la Fig. 28 y Tabla 8.

Fenilcurcumina

CRT CL CS CIP - Mn Al Cu Zn Ga In -  PhCur

SE

Figura 28. Actividad de la DNA girasa en presencia de 50 uM de fenilcurcumina y otros
complejos de fenilcurcumina acoplados a metales. Gel de agarosa al 1% TAE. Volumen final
de la reaccion 10 pL, 0.149 pg de pHOT1 relajado, DNA girasa 1.5 U, tiempo de incubacién 1.5
h a 37°C. Tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL. En los Gltimos dos carriles de la derecha se
encuentra el efecto de la fenilcurcumina (PhCur) y su respectivo control negativo dado que se
corrid la reaccion en un gel aparte. CRT = Control pHOT1 relajado por Topoisomerasa, CL=
Control plasmido lineal, CS = Control pldsmido superenrollado, CIP = Ciprofloxacino, — =
Control negativo, SE = Plasmido superenrollado.
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Tabla 8. Inhibicion de la DNA girasa en presencia de 50 pM de fenilcurcumina y otros
complejos de fenilcurcumina acoplados a metales

Porcentaje de

Compuesto
inhibicion

Ciprofloxacino 100 [3.01 pM]

PhCur 6.57 £ 13.06
PhCur-Mn 11.38 +9.87*
PhCur-Al 21.84 + 4.48*
PhCur-Cu 11.85 +6.19*
PhCur-Zn -6.25 + 12.00*
PhCur-Ga 7.60 £ 16.15*

PhCur-In 4.82 + 2.86*

Se reportan como el promedio de 3 experimentos (*2 experimentos) + desviacion estandar.

6.5 Efecto de otras moléculas sobre la DNA girasa
A continuacion, se probo el efecto de las siguientes moléculas: eupatilina, acido anacérdico, 7-
hidroxi-cadaleno y 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno a una concentracion de 50 uM vy del extracto
metanolico de C. procera (CpMet) a una concentracion de 200 pg/mL los resultados se muestran

en la Fig. 29.
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CRT CL CS CIP = EUP ANA 34CAD CAD CpMet

SE

Figura 29. Actividad de la DNA girasa en presencia de diferentes compuestos: Eupatilina
(EUP), Acido anacardico (ANA), 7-hidroxi-cadaleno (CAD), 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno
(3,4CAD) y = Extracto metandlico de Cyrtocarpa procera (CpMet). Gel de agarosa al 1% TAE.
Volumen final de la reaccion 10 pL, 0.149 ug de pHOTL1 relajado, DNA girasa 1.5 U, tiempo de
incubacion 1.5 h a 37°C. Tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL. Para todos los compuestos se
utiliz6 una concentracion de 50 UM y para CpMet de 200 pg/mL. CRT = Control pHOT1 relajado
por Topoisomerasa, CL= Control plasmido lineal, CS = Control plasmido superenrollado, CIP =
Ciprofloxacino — = Control negativo, SE = Plasmido superenrollado.

En la Tabla 9, se presentan los porcentajes de inhibicion calculados para cada compuesto, solo el
acido anacérdico y el CpMet tuvieron un efecto inhibitorio (76.32% y 100%, respectivamente);

para el caso de Eupatilina, CAD y 3,4CAD no hay efecto inhibitorio.

Tabla 9. Inhibicion de la DNA girasa en presencia de eupatilina, &cido anacardico,7-
hidroxi-cadaleno, 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno y CpMet

Compuesto [50 uM] / Porcentaje de
Extracto [200 pg/mL] inhibicion
Ciprofloxacino 100 [3.01 uM]
Eupatilina 2.65 +8.77
Acido anacardico 76.32 £2.43
3,4CAD -2.24 £ 8.59
CAD 1.96 + 13.97
CpMet 100

Se reportan como el promedio 3 experimentos + desviacion estandar.
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6.6 Efecto del acido anacardico sobre la DNA girasa
Con base en el considerable efecto inhibitorio del &cido anacardico observado en el experimento
anterior, se procedio a explorar su efecto a otras concentraciones, aumentando la concentracion
méaxima a 75 uM. En la Tabla 10 se presentan los porcentajes de inhibicion obtenidos a las
diferentes concentraciones de &cido anacardico y en la Fig. 30, el gel y la curva de inhibicion para

el compuesto.

Tabla 10. Inhibicion de la DNA girasa en presencia de &cido anacardico.

Concentracion (UM) % de inhibicion
Ciprofloxacino 100 [3.01 uM]
5 29.44 + 2.85
10 45.19 + 7.36
25 57.95+6.53
50 76.32 £ 2.43
75 100

Se reportan como el promedio de 3 experimentos + desviacidn estandar. Los resultados obtenidos
no consideran el porcentaje de inhibicion dado por el DMSO debido a un problema en los controles
de DMSO, sin embargo, con base en el efecto que ya habiamos determinado en otros experimentos,
la variacion de los resultados mostrados es de £8.9%.
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Figura 30. Efecto inhibitorio de la DNA girasa en presencia de acido anacardico. A) Imagen
representativa de uno de los experimentos realizados. Las condiciones experimentales son las
mismas que la Fig. 29. CRT = Control pHOT1 relajado por Topoisomerasa, CL= Control plasmido
lineal, CS = Control plasmido superenrollado, CIP = Ciprofloxacino, — = Control negativo Gel de
agarosa al 1% TAE. Volumen final de la reaccion 10 pL, 0.149 pg de pHOT1 relajado, DNA
girasa 1.5 U, tiempo de incubacién 1.5 h a 37°C. Teflido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL, SE =
Plasmido superenrollado. B) Curva de inhibicion de la DNA girasa en presencia de &cido
anacardico. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos + desviacion estandar.

Como se puede observar se encontrd un efecto inhibitorio concentracién dependiente alcanzando

una inhibicién de 100% a la concentracién de 75 uM.
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Figura 31. Determinacién de la Clso para el &cido anacardico. Se graficd el promedio de cada
concentracion, transformando el eje x en escala logaritmica. En el recuadro se muestra la ecuacion
de la linea de tendencia utilizada para el calculo.

La Clso del acido anacardico calculada a partir de la grafica de la Fig. 31 dio un valor de 13.16 uM.
Al comparar este valor con la Clso del ciprofloxacino, reportado para la DNA girasa de E. coli, 0.3
UM (Shiriaev et al., 2021) o con el valor de otros compuestos como la Novobiocina, 0.08 uM (Alt
et al., 2011), es evidente que la Clso del acido anacardico es mucho mayor, sin embargo, es menor
que el valor de la Nybomicina, 211 uM (Shiriaev et al., 2011) (Tabla 11). Independientemente de
que el valor del acido anacardico sea mejor o peor al de los farmacos actualmente utilizados, el
reportar el efecto de este compuesto sobre la DNA girasa por primera vez es informacion muy
relevante, ya que fortalece su potencial uso como antibiético al cual no se han generado

resistencias.
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Tabla 11. Clso de diferentes compuestos sobre la DNA girasa de E.coli reportados en la

literatura.

Compuesto Referencia Clso Estructura

E. coli oo
Novobiocina ATCC 2592 -0.08 = s i\ °3 g )

HM l;? 3z

- - - |

Escherichia coli .
. _ H 0

Clorobiocina Alt. 2011 ATCC 2592 -0.03 H C|J

uM I 0 Q H

%00 o OJT),
Cl OH 4
OH : tlcﬁl HyC OE OH
CHy 0o - e
Escherichia coli HyC =0 L, ) T CH, i)

Coumermicina ATCC 2592 -0.03 /@/c'=o oH E:Q—CH 0-CHy

ny HC Ny ’

H
Nvbomicina Escherichia coli
y Wit — 211 + 40 UM
Shiriaev,
2021

Ciprofloxacino

Escherichia coli
Wt-0.3+0.2/0.4
MM

Coralmicina A Kim, 2019

Escherichia coli
KCTC 1682
008 U.M Ry Rz

Ry Ry
NO; NH; (CHy)CH OH
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Tabla 11. Clso de diferentes compuestos sobre la DNA girasa de E.coli reportados en la literatura
(continuacion)

Compuesto Referencia Clso Estructura

Escherichia coli
Coralmicina B KCTC 1682
1.07 uM

Kim, 2019

Escherichia coli
Coralmicina E KCTC 1682
39.1 uM

6.7 Efecto del extracto metanolico de Cyrtocarpa procera (CpMet) sobre la DNA
girasa

En la seccion 6.5, encontramos que CpMet, a la concentracion de 200 pg/mL inhibi6 el 100% la

actividad de superenrollamiento de la girasa, por lo que se decidié hacer ensayos a concentraciones

maés bajas con la finalidad de calcular la Clso del extracto y obtener una curva de inhibicion. Al

probar las concentraciones 50, 75, 100, 125, 150, 175 y 200 pg/mL (Fig. 32) continuamos

obteniendo completa inhibicion de la actividad de la DNA girasa.
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CpMet [pg/mL]

CRT CL €8 CIp = 50 75 100 125 150 175 200

Figura 32. Efecto inhibitorio de la DNA girasa en presencia del extracto metandlico de
Cyrtocarpa procera (CpMet) (50-200 pg/mL). Imagen representativa de uno de los experimentos
realizados. Las condiciones experimentales son las mismas que la Fig. X. CRT = Control pHOT1
relajado por Topoisomerasa, CL= Control plasmido lineal, CS = Control plasmido superenrollado,
CIP = Ciprofloxacino, — = Control negativo.

En el siguiente experimento, se bajaron alin més las concentraciones a ensayar. Los resultados se
pueden observar en la Tabla 12 y Fig. 33 y mostraron un efecto inhibitorio dosis dependiente que

alcanzd el 100% de inhibicién con 50 pg/mL.

Tabla 12. Inhibicion de la DNA girasa en presencia de CpMet.

Concentracion (ug/mL) % de inhibicion
Ciprofloxacino 100 [3.01 uM]
2.5 36.70 £ 26.90
5 50.94 £ 6.29
10 62.50+ 3.68
25 82.53+ 3.95
50 100

Se reporta el promedio de 3 experimentos + desviacion estandar. Los resultados obtenidos no
consideran el porcentaje de inhibicion dado por el DMSO debido a un problema en los controles,
sin embargo, con base en el efecto que ya habiamos determinado en otros experimentos, la
variacion de los resultados mostrados es de £8.9%.
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Figura 33. Efecto inhibitorio de la DNA girasa en presencia del extracto metandlico de
Cyrtocarpa procera (CpMet). A) Imagen representativa de uno de los experimentos realizados.
Las condiciones experimentales son las mismas que la Fig. 29. (CRT = Control pHOT1 relajado
por Topoisomerasa, CL= Control plasmido lineal, CS = Control plasmido superenrollado, CIP =
Ciprofloxacino, - = Control negativo, SE = Plasmido superenrollado. B) Curva de inhibicion de la
DNA girasa en presencia de CpMet. Cada punto representa el promedio de 3 experimentos +
desviacion estandar.
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La Clso para el CpMet calculada a partir de los resultados fue de 4.94 pg/mL, la gréfica realizada

para el calculo junto con la linea de tendencia se puede observar en la Fig. 34.
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Figura 34. Determinacién de la Clso para el &cido anacardico. Se graficé el promedio de cada
concentracion, transformando el eje x en escala logaritmica. En el recuadro se muestra la ecuacion
de la linea de tendencia utilizada para el célculo.

La Clsp calculada para CpMet no puede ser comparada con otro valor reportado previamente, ya
que no encontramos en la literatura valores de Clso de ensayos realizados con extractos sobre la
actividad de superenrollamiento de la DNA girasa. El Unico trabajo al respecto es el de Xu et al.,
2013 donde reportan que cuatro extractos metanolicos de origen vegetal (Lonicera japénica,
Phellodendri chinensis, Taraxacum sp., Glycyrrrhiza sp.) presentaron un “fuerte efecto
inhibitorio” sobre la actividad de la DNA girasa alcanzando un efecto inhibitorio de 30-46% a la
concentracion de 0.2 g/mL y de 56-75% a la concentracion de 0.4 g/mL, sin embargo, no reportan

los valores de Clso para ninguno de los extractos y del mismo modo no alcanzan una inhibicion
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del 100% a las concentraciones probadas a pesar de ser concentraciones mayores a las probadas

en este trabajo.

Es importante considerar que CpMet, al tratarse de un extracto estd conformado por varios
compuestos, existe la posibilidad que alguno de estos compuestos (o varios) tenga un mejor efecto
inhibitorio cuando se aislen y se prueben solos, o bien, que varios de los compuestos presentes
tengan efectos antagonicos haciendo que el potencial inhibitorio del CpMet se vea disminuido por
la interaccion de estos y quizé al separar los diferentes compuestos y probarlos por separado se

obtenga un mejor efecto inhibitorio.

El CpMet y el &cido anacérdico son provienen de las cortezas de plantas de la familia
Anacardiaceae C. procera y A. adstringens respectivamente y estas dos fueron las Unicas que
tuvieron un efecto inhibitorio consistente y que alcanz6 una inhibicion del 100%, quizé sea una

caracteristica de los metabolitos de esta familia de plantas.

VII CONCLUSIONES

Se concluye que las secuencias de DNA girasa de ambas subunidades de H. pylori y E. coli son
bastante parecidas teniendo un ~60% de similitud, pero este porcentaje de similitud se ve elevado
si se comparan regiones que se consideran importantes para el funcionamiento de la enzima como
las zonas de corte, las zonas de unién al ATP y a los iones Mg 2*, del mismo modo se pudieron
identificar aquellos residuos importantes para ambas secuencias, los cuales se conservan todos

exceptuando la region gyrA-box.

Se lograron establecer las mejores condiciones experimentales para poder medir la actividad de
superenrollamiento utilizando el kit de TopoGEN, como son: la reduccion del volumen total (20

- 10 pL), la reduccion de la cantidad de plasmido (0.05 pg/pL - 0.014 pg/uL), la reduccion en
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el volumen de DMSO (1 pL - 0.25 uL), el aumento en unidades de DNA girasa (1 U - 1.5 U)

y por dltimo el aumento en el tiempo de incubacionde 1 ha 1.5 h.

Se determind por primera vez el efecto de curcumina, DAC, DAC,-Cu, DAC>-Mg, DAC>-Mn,
DAC:-Zn, eupatilina, &cido anacérdico, 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, 7-hidroxi-cadaleno,
fenilcurcumina, PhCurz-Mn, PhCurz-Al, PhCurz-Cu, PhCurz-Zn, PhCurz-Ga y PhCurz-In'y CpMet
sobre la actividad de superenrollamiento de la DNA girasa. De todos ellos, solo CpMet y el acido
anacardico inhibieron el 100% de la actividad a la concentracion de 50 pg/mL y a 75 uM

respectivamente.

Pese a que los deméas compuestos probados (curcumina, DAC, DAC>-Cu, DAC>-Mg, DAC>-Zn,
eupatilina, &cido anacérdico, 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, 7-hidroxi-cadaleno, fenilcurcumina,
PhCur2-Mn, PhCur2-Al, PhCur2-Cu, PhCurz-Zn, PhCur,-Ga y PhCurz-In) no presentan un efecto
inhibitorio sobre la DNA girasa, exceptuando el ~40% de inhibicion obtenido por DAC2-Mn a 50
MM, los resultados obtenidos aportan informacion relevante para el estudio de estas moléculas, ya
que nos permiten descartar a la DNA girasa como su blanco de accién y por tanto dirigir los

esfuerzos a buscar otro mecanismo de accion para su actividad anti-H. pylori.

Se calculd la Clso de CpMet sobre la actividad de superenrollamiento de la DNA girasa siendo de
5.15 £ 1.36 pg/mL, este dato es de gran valor a la investigacion de productos naturales ya que es
la primera vez que se reporta un valor de Clso de un extracto para la inhibicion de la DNA girasa,
ademas este extracto alcanzd un efecto inhibitorio del 100% a la concentracion de 50 pg/mL lo
cual lo convierte en un extracto prometedor para continuar con su estudio con el fin de proponerlo

en un futuro como un tratamiento contra H. pylori.
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Del mismo modo se reporté la Clso del acido anacéardico sobre la actividad de superenrollamiento
de la DNA girasa siendo esta de 20.45 = 5.26 UM que, a pesar de ser mucho mayor que la Clso
reportada para ciprofloxacino el cual es un farmaco indicado para el tratamiento de H. pylori, es
un dato de gran importancia, ya que no se ha reportado la existencia de algin producto natural con
efecto inhibitorio en la DNA girasa. Ademas, este compuesto alcanza una inhibicion del 100% a
la concentracion de 75 uM, y dado que las bacterias nunca han tenido contacto con él, no han
creado resistencia contra el mismo, lo que lo convierte en un compuesto prometedor para continuar

con su estudio e integrarse en las terapias de erradicacion.

Considerando las similitudes en las regiones importantes de la DNA girasa de E. coli y de H.
pylori, los hallazgos de la inhibicién obtenida sobre la enzima de E. coli, podrian aplicarse para

proponer un tratamiento de erradicacidn para ambas bacterias.

VIII PERSPECTIVAS
Los resultados obtenidos, principalmente el efecto inhibitorio del &cido anacardico y del CpMet
dan pie a continuar la investigacion para saber el mecanismo exacto de como estos inhiben a la

DNA girasa.

Por un lado, podrian purificarse los compuestos existentes en CpMet y probarlos sobre la DNA
girasa, con la finalidad de conocer si la inhibicion de la girasa por la presencia de CpMet es debida

a un compuesto en especifico o es el efecto sinérgico de varios compuestos.

Por otro lado, el &cido anacéardico al ser un compuesto ya estudiado, el cual se conoce su estructura
y ademdas puede adquirirse comercialmente, se podria realizar un estudio de acoplamiento

molecular (docking) para conocer como interactia con la enzima, asi se podria determinar si

]
831

—



funciona como un inhibidor del sitio activo, si modifica algin dominio de la enzima o cualquier

otro mecanismo que permita la inhibicion de la DNA girasa.

Si bien se ha propuesto que la DNA girasa es parte de un mecanismo ancestral que ha ido
evolucionando en las bacterias para mantener la topologia del DNA y que gracias a esto se debe
haber mantenido similitud en cuanto funcién y estructura, existe la posibilidad que
experimentalmente los resultados varien al utilizar la DNA girasa de H. pylori, por lo que una
propuesta a futuro seria la extraccion de la girasa de H. pylori para probar los compuestos sobre

esta enzima y reportar si existe alguna diferencia.

Ya que el &cido anacardico y el CpMet provienen de plantas de la familia Anacardiaceae y ambos
productos tuvieron un efecto inhibitorio del 100% se podria proponer el probar otras plantas de

esta familia para identificar si es una caracteristica de los metabolitos de esta familia de plantas.

Se ha reportado la accion del DMSO sobre la topologia del DNA superenrollado, sin embargo, es
una explicacion que no termina de complacer la supuesta “pérdida” de actividad de nuestra enzima
en presencia de este compuesto, se propone seguir investigando la accién del DMSO sobre el
plasmido superenrollado y por otro lado probarlo sobre la propia enzima para confirmar o descartar
un posible efecto sobre esta. Del mismo modo, al tener presente que el DMSO alteran los productos
de nuestro experimento se podrian buscar y proponer otros disolventes que no tengan un efecto

sobre la DNA girasa.
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Anexo 1. Uso del programa ImageJ para realizar mediciones por densitometria.
El programa es un software de acceso libre que se puede descargar gratuitamente del siguiente

enlace: https://imagej.nih.gov/ij/

Se abre el programa y se muestra un menu con varias funciones

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Bolalo)

Freehand selections

/olr | | |»

Z4iiRNY.NJe)

| o=

1. Para seleccionar la imagen que necesitamos analizar se selecciona la pestaia “File” y

posteriormente la opcion “Open...”

Mew k

Open... Ctri+O

Open Next Ctri+Mayas+0
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*Rect be P

Open Recent ’

2. El programa abrird una nueva ventana que contiene todos los documentos con formato de
imagen (.jpeg, .png, .jpg, etc.), se selecciona la ubicacion de nuestra imagen y se da clic en
“Abrir”. Esto hard que la imagen se presente en una nueva ventana del programa. Cabe
recalcar que el programa no tiene una interfaz completa, hace uso de su barra de

herramientas y de ventanas emergentes.
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Tipo de archivo: [ Todos los Archivos (*.%) | Cancelar

Las imagenes pueden ser trabajadas “en crudo” o se les puede aplicar ajustes de brillo,
contraste, convertirlas en imagenes ‘“negro sobre fondo blanco” o “blanco sobre fondo
negro”, para el analisis de los geles era necesario que toda la informacion de las bandas
fuera visible y no se perdiera ninguna banda después de ajustarlas. Por esta razon se decidio
solo substraer el valor del fondo de cada imagen y trabajar con ellas tal cual se cargan al
programa. Para substraer el valor del fondo es necesario primeramente recortar las

imagenes, seleccionando el area que se desea recortar con ayuda de la herramienta

“Rectangle” * una vez que se tiene seleccionada el area se da clic en la pestana “Image”
9

y posteriormente en la opcidon “Crop”.
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4. Antes de substraer el valor del fondo, es necesario saber qué informacion nos esta arrojando
el programa, para esto en la pestafia “Analyze” hay que seleccionar los parametros que
queremos medir, se da clic en “Set Measurements...” y se desplegard un menu.

ggmmm =

i ¥ Mean gray value
[~ Standard deviation [ Modal gray value
[~ Min & max grayvalue [ Centroid

I Center of mass [ Perimeter

[~ Bounding rectangle | Fitellipse

[~ Shape descriptors [ Ferets diameter
™ Integrated density [ Median

I~ Skewness [~ Kurtosis

[ Area fraction [ Stack position

[ Limitto threshold T Display label
[ Invert ¥ coordinates [ Scientific notation

[ Add to overlay [~ NaN empty cells

Redirect to: |N0ne j

Decimal places (0-9): |3

ok | cancel| Heip|

En este menu es necesario que se encuentre Unicamente sefialada la opcidon de “Mean gra
q p gray

value”.




5. Para substaer el valor del fondo se debe usar la herramienta “Rectangle” y se debe trazar
un pequerfio cuadro en cualquier parte de la imagen, procurando que el area seleccionada

sea el fondo de la imagen y no se interfiera con ninguna banda.

904x344 pixels; RGB; 1.2MB

File Edit Font Results
|Mean |
1 /E.809

[»

4 b

Posteriormente en la pestana “Analyze” se da clic en la opcion “Measure” o con el comando
“Ctrl+M”, lo cual nos arrojara una medicion del valor de gris del area seleccionada, el cual se

anota ya que es el valor del fondo.

6. Se deselecciona el cuadro anteriormente trazado dando clic en cualquier parte de la imagen
y dentro del menu “Process”, se selecciona la opcion “Math” y después en “Substract”, el

cual nos arrojara un menud que automaticamente tiene el valor de “25”.
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Aqui se coloca el valor antes obtenido correspondiente a el valor del fondo y se puede
seleccionar la opcion “Preview” para observar como varia la imagen, el objetivo es colocar un

valor que no cambie la intensidad de las bandas conservando incluso las bandas mas claras.

Value: |ﬂ§

[V Preview

OK I Cancell

d 30-1 ,77' pag (33 — ”h

904x344 pixels; RGB; 1.2MB

___

Depende de cada imagen el que tanto se debe substraer, en general, con el valor anteriormente
obtenido es suficiente, pero a veces se pierden algunas bandas y es necesario ocupar un valor

menaor.

7. Para comenzar el analisis es necesario ocupar la herramienta “Rectangle” y seleccionar un

carril, este debe ser lo suficientemente ancho y alto para que quepa en todos los carriles
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904x344 pixels; RGB; 1.2MB

Se selecciona el primer carril (estos pueden ser analizados de 1 en 1 o seleccionar varios), para
esto se utiliza la pestafia “Analyze” después en la opcion “Gels” y por ultimo en la opcion
“Select First Lane” del mismo modo se puede ocupar el comando “Ctrl+1”, esto hara que se
ponga un numero al centro de la seleccion y el rectangulo trazado se puede arrastrar al siguiente
carril. Se realiza lo mismo solo que esta vez la opcion “Select Next Lane” o el comando

“Ctrl+2”, este paso se repite hasta seleccionar los carriles que se requiere analizar.

| 30-11-22, CpMetjpg 3. — O X
904x344 pixels; RGB; 1.2MB

8. Posteriormente en la misma opcion de “Analyze”>"Gels” se da clic en la opcion “Plot
Lanes” o el comando “Ctrl+3”, esto nos arrojara un grafico para cada carril como el que se

muestra a continuacion.
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Este grafico es una representacion del carril y los picos son aquellas bandas con mayor

intensidad. Visto de otra manera:
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9. Para poder medir el valor de cada carril es necesario trazar lineas rectas para delimitar la

/.

medicidn, esto con ayuda de la herramienta “Straight” "=, se debe delimitar dependiendo
del carril ya que a veces por la captura de datos o por el propio gel algunas bandas no

quedan a la misma altura, se debe trazar una linea recta en cada pico de la siguiente forma.

A0-11-22, CpMetjpy; Uncalibrated

b

De esta manera se delimitard un pico, en este caso, que representa al DNA superenrollado
(derecha) y el resto del perfil a la izquierda, que corresponde al DNA relajado, las lineas pueden

ser las mismas para todos los graficos o irlas ajustando, dependiendo del carril.

10. Por ultimo, se obtuvo el area de cada pico lo que nos indican la densidad de cada banda

l\

(densitometria), para esto es necesario utilizar la herramienta “Wand (tracing) tool” ,
la cual al dar clic a cualquiera de los picos nos arrojara un valor de densidad de pixeles en
una nueva ventana, esto se debe hacer para cada carril tanto para el pico de DNA

superenrollado como la zona de DNA relajado.

]
101 J

—
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File Edit Font Results

|Area |
1 37029.848
2 27628.108
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11. Los datos de cada medicion junto con las imagenes tratadas se depositaron en un

documento de Excel que se puede consultar en el Laboratorio donde se realizé la Tesis.
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Anexo 2. Alineamiento de secuencias

El alineamiento de secuencias obtenido por el BLAST del NCBI, se muestra en las siguientes
imagenes. El renglon “Query” corresponde a la secuencia de H. pylori y el renglon “Subject” a la
de E. coli. En el renglon de medio se muestran las zonas de identidad y similitud, cuando aparece

una letra significa una identidad mientras que si aparece “+” significa similitud para los

aminoacidos comparados.

GyrA

Score

769 bits(1986) 0.0

Expect Method Identities Positives Gaps

Compoesitional matrix adjust. 398/850(47%) 578/850(68%) 42/850(4%)
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KSARIVGDVIGKYHPHGDNAVYDALVRMAQDFSMRLELVDGQGNFGSIDGDNAAAMRYTE
KSAR+VGDVIGKYHPHGD+AVYD +VRMAQ FS5+R  LVDGQGNFGSIDGD+AAAMRYTE
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ARMTKASEEILRDIDKDTIDFYPNYDDTLKEPDILPSRLPNLLVNGANGIAVGMATSIPP
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ER + L+E Q++AIL++RLO+LTGLE +K+ +EY+ LL+
ERAGDDAARPEWLEPEFGVRDGLYYLTEQQAQAILDLRLQKLTGLEHEKLLDEYKELLDQ
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GyrB

Score Expect Method Identities Positives Gaps
630 bits(1624) 0.0  Compositional matrix adjust. 354/815(43%) 519/815(63%) 58/815(7%)

Query 3 NYQSHSIKVLKGLEGVRKRPGMYIGDTNVG -GLHHMVYEVVDNAVDESMAGFCDTINITL 61
+Y S SIKVLKGL+ VRKRPGMYIGDT+ G GLHHMV+EVVDNA+DE++AG C I +T+
Sbjct 4 SYDSSSIKVLKGLDAVRKRPGMYIGDTDDGTGLHHMVFEVVDNAIDEALAGHCKEIIVTI 63

Query 62  TEEGSCIVEDNGRGIPVDIHPTEKIPACTVVLTILHAGGKFDNDTYKVSGGLHGVGVSVY 121
+ S V+D+GRGIP IHP E + A V++T+LHAGGKFD+++YKVSGGLHGVGVSVY
Sbjct 64  HADNSVSVQDDGRGIPTGIHPEEGVSAAEVIMTVLHAGGKFDDNSYKVSGGLHGVGVSVY 123

Query 122 NALSKRLIMTIKKEGQIYRQEFEKGIPTSELEIIGKTKSAKESGTTIEFFPD-ESVMEVY 18@
NALS++L + I++EG+I+RQ +E G+P + L + G+T+ ++GT + F+P E+ V
Sbjct 124 NALSQKLELVIQREGKIHRQIYEHGVPQAPLAVTGETE---KTGTMVRFWPSLETFTHVT 18@

Query 181 EFQAGILQKRFKEMAYLNDGLKISFKEEKTQLQETYFYEDGLKQFVKDSAKKELLTPIVA 249
EF+ IL KR +E+++LN G+ I ++++ ++ + YE G+K FV+ K+ TPI
Sbkjct 181 EFEYEILAKRLRELSFLNSGVSIRLRDKRDGKEDHFHYEGGIKAFVEYLNKNK--TPIHP 238

Query 241 --FKSMDEETRTSIEVALAYTDDYMENTLSFVHMNIKTSEGGTHEAGFKMGLSKAILQYID 298
F E+ +EVAL + D + EN F MNI +GGTH AGF+ +++ + Y+D
Sbjct 239 NIFYFSTEKDGIGVEVALQWHDGFQEMIYCFTHMNIPQRDGGTHLAGFRAAMTRTLNAYMD 298

Query 299 NNIKTKDSR--PISEDIKEGLIAVVSLKMSEPLFEGQTKSKLGSSYARALVSKLVYDKIH 356
+H ++ +0 +EGLIAVVS+K+ +P F QTK KL S5 ++ V + + + +
Shbjct 299 KEGYSKKAKVSATGDDAREGLIAVVSVEVPDPKFSSQTKDKLVSSEVKSAVEQQOMNELLA 358

Query 357 QFLEENPMEAKIIANKALLAAKAREASKKARELTRKKDMLSVGTLPGKLADCQSKDPLES 416
++L ENP +AKI+ K + AA+AREA+++ARE+TR+K L + LPGKLADCQ +DP S
Sbjct 359 EYLLENPTDAKIVVGKIIDAARAREAARRAREMTRRKGALDLAGLPGKLADCQERDPALS 418

Query 417 EIFLVEGDSAGGSAKQGRDRVFQAILPLKGKILNVEKSHLSKILKSEEIKNMITAFGCGI 476
E++LVEGDSAGGSAKQGR+R QAILPLKGKILNVEK+ K+L 5+E+ +ITA GCGI
Shjct 419 ELYLVEGDSAGGSAKQGRNRKMNQAILPLKGKILNVEKARFDKMLSSQEVATLITALGCGI 478

Query 477 -QESFDIERLRYHKILIMTDADVDGSHIQTLLMTFFYRYLRPLIEQGHVYIAQAPLYKYK 535
++ ++ ++LRYH IIIMTDADVDGSHI+TLL+TFFYR + ++E+GHVYIAQ PLYK K

Sbjct 479 GRDEYNPDKLRYHSIIIMTDADVDGSHIRTLLLTFFYRQMPEIVERGHVYIAQPPLYKVK 538

Query 536 KGKTEIYLKDSVALDHFLIEHGINSVDIE------ GIGKNDLMNLLKVARHYRYVLLELE 589
KGK E Y+KD A+D + I ++ + + L L+ + ++ +E

Shjct 539 KGKQEQYIKDDEAMDQYQISIALDGATLHTNASAPALAGEALEKLVSEYNATQKMINRME 598

Query 598 KRYNLLEILRFLIETKDALSLDMKVLEKSILEKLEGLNYQILRSFATEESLHLHAQTPKG 649

+RY +L+ LI D+ E+++ + L o++ H K
Sbjct 599 RRYP-KAMLKELIYQPTLTEADLSD-EQTVTRWVMALVSEL------- NDKEQHGSQWKF 649
Query 658 LVEFWNLDDMWLFKEVLFEEAM------------c-co-oo- CT----¥YQKLMEYN--LDF 682
V. N + NLF+ ++ + cT + L+E + ++

Sbjct 658 DVHTMAEQNLFEPIVRVRTHGVDTDYPLDHEFITGGEYRRICTLGEKLRGLLEEDAFIER 7@9

Query 683 LENKDILAFLEEVENY----AKKGAMIQRYKGLGEMNPNDLWETTMHKENRSLIKLKIED 738
E+ +A4 E+ ++ +++G +IQRYKGLGEMNP LWETTM E+R ++++ ++D
Sbjct 718 GERRQPVASFEQALDWLVKESRRGLSIQRYKGLGEMMPEQLWETTMDPESRRMLRVTVKD 769

Query 739 LEKTDAVFSLCMGDEVEPRRAFIQAHAKDVKEQLDV 773
D +F+ MGD VEPRRAFI+ +A +0+
Sbjct 776 AIAADQLFTTLMGDAVEPRRAFIEEMNALKAANIDI 8@4
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